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A N  A B S T R A C T  O F  T H E  T H E S I S  O F  B r i a n  E v a n  L e i b o v i t z  f o r  
t h e  M a s t e r  o f  S c i e n c e  i n  B i o l o g y  p r e s e n t e d  M a y l O ,  1 9 7 9 .  
T i t l e :  A s c o r b i c  A c i d ,  L i p i d  P e r o x i d a t i o n ,  a n d  A g i n g .  
A P P R O V E D  B Y  M E M B E R S ·  O F  T H E  T H E S I S  C O M M I T T E E :  
D a v i d  T .  C l a r k ,  C h a i r m a n  
M a l c o l m  L e a  
L e o n a r d  S i m p s o n  
R o n . ;  :.~.-r( V  •  . . . . . . . . . .  ' " " ' = ' ' " "  ~ 
T h e  r o l e  o f  a s c o r b i c  a c i d  w i t h  r e g a r d  t o  l i p i d  
p e r o x i d a t i o n  a n d  a g i n g  h a s  b e e n  e x a m i n e d .  A  t h o r o u g h  
l i t e r a t u r e  a n a l y s i s  i n d i c a t e s  t h a t  f r e e  r a d i c a l - i n d u c e d  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i s  a  p l a u s i b l e  b i o c h e m i c a l  e x p l a n a -
• &  • - & - & - - & · - · · · - - - - - ----~ 
2  
t i o n  f o r  a g i n g .  L i p i d  p e r o x i d a t i o n  c a u s e s  c e l l u l a r  
d a m a g e  d u e  t o  a l t e r e d  e n z y m e  a c t i v i t i e s ,  e r r o r - p r o n e  
n u c l e i c  a c i d  m e t a b o l i s m ,  a n d  m e m b r a n e  d y s f u n c t i o n ,  a s  
w e l l  a s  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  a g i n g  p i g m e n t s  i n  t h e  l y s o -
s o m e s .  A s c o r b i c  a c i d ,  a  w a t e r  s o l u b l e  f r e e  r a d i c a l  
q u e n c h e r ,  w a s  e x a m i n e d  w i t h  r e g a r d  t o  c a r b o n  t e t r a -
c h l o r i d e - i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  a n d  . . ! . ! !  . Y . l Y E  
a g i n g .  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e ,  a  w e l l - k n o w n  f r e e  
r a d i c a l  i n d u c e r ,  c a u s e d  m a r k e d  i n c r e a s e s  i n  t h e  r a t i o  
o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  o n l y  i n  t h e  o r g a n s  w h i c h  
m e t a b o l i z e  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  t o  t h e  f r e e  r a d i c a l  
f o r m .  V i t a m i n  C  t r e a t m e n t ,  2 5 0  m g %  i n  t h e  d r i n k i n g  
w a t e r ,  r e d u c e d  t h e  e x t e n t  o f  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e -
i n d u c e d - l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  A g i n g  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  
m a r k e d  i n c r e a s e s  i n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  
v i t a m i n  C  i n  a l l  o r g a n s  e x a m i n e d  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  
o f  t h y m u s .  I n  o r g a n s  e x p o s e d  t o  h i g h  o x y g e n  t e n s i o n s ,  
o r  i n  t h o s e  e x p o s e d  t o  h i g h  l e v e l s  o f  f r e e  r a d i c a l s ,  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  e x c e e d e d  t h e  
l ! l  v i t r o  r a t i o ,  i n d i c a t i n g  e x t e n s i v e  l i p i d  p e r o x i d a -
t i o n .  V i t a m i n  C  t r e a t m e n t  r e d u c e d  t h e  e x t e n t  o f  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n  J . ! 2  ~ a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  r a t i o  
o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  c .  
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A  t h e s i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  
o f  t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  a  d e g r e e  o f  
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T O  T H E  O F F I C E  O F  G R A D U A T E  S T U D I E S  A N D  R E S E A R C H :  
T h e  m e m b e r s  o f  t h e  C o m m i t t e e  a p p r o v e  t h e  
t h e s i s  o f  B r i a n  E v a n  L e i b o v i t z  p r e s e n t e d  M a y  1~1979. 
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A C K N O W L E G D E M E N T S  
I  g r a t e f u l l y  a c k n o w l e d g e  t h e  a s s i s t a n c e  a n d  
s u p p o r t  o f  D r .  B e n j a m i n  v .  S i e g e l ,  D r .  J a n e  S i e g e l ,  
a n d  D r .  D a v i d  C l a r k ,  f o r  w i t h o u t  t h e i r  g u i d a n c e  t h i s  
t h e s i s  c o u l d  n o t  h a v e  b e e n  c o m p l e t e d .  S t u d i e s  d e s -
c r i b e d  h e r e i n  w e r e  s u p p o r t e d ,  i n  p a r t ,  b y  g r a n t s  
f r o m  t h e  I n s t i t u t e  o n  A g i n g  a t  P o r t l a n d  S t a t e  U n i -
v e r s i t y  a n d  f r o m  t h e  R e s e a r c h  D i v i s i o n  o f  H o f f m a n n  
L a - R o c h e ,  N u t l e y ,  N e w  J e r s e y .  
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C H A P T E R  I  
I N T R O D U C T I O N  
A  c u r r e n t  e x p l a n a t i o n  f o r  a g i n g  a t  t h e  b i o -
c h e m i c a l  l e v e l  i s  b a s e d  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f r e e  
r a d i c a l s  w i t h  s u b s e q u e n t  f r e e  r a d i c a l  c h a i n  r e a c -
t i o n s  l e a d i n g ,  u l t i m a t e l y ,  t o  m e m b r a n e  d a m a g e  a n d  
c r o s s - l i n k i n g  o f  b i o m o l e c u l e s .  T h e  n e t  r e s u l t  i s  
a  d e c l i n e  i n  c e l l u l a r  i n t e g r i t y  c a u s e d  b y  r e d u c e d  
e n z y m e  a c t i v i t i e s ,  e r r o r - p r o n e  n u c l e i c  a c i d  m e t a -
b o l i s m ,  d a m a g e d  m e m b r a n e  f u n c t i o n s ,  a n d  a c c u m u l a -
t i o n  o f  • a g i n g  p i g m e n t s •  i n  l y s o s o m e s .  A s c o r b i c  
a c i d  ( v i t a m i n  C )  i s  a  w a t e r  s o l u b l e  f r e e  r a d i c a l  
q u e n c h e r ,  a n d  t h u s  p o s s e s s e s  p o t e n t i a l  f o r  r e -
t a r d a t i o n  o f  t h e  a g i n g  p r o c e s s .  S t u d i e s  d e s c r i b e d  
h e r e i n  p e r t a i n  t o  t h e  r o l e  o f  v i t a m i n  C  a s  a  f r e e  
r a d i c a l  q u e n c h e r  u s i n g  t h e  m u r i n e  m o d e l  s y s t e m .  
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C H A P T E R  I I  
R E V I E W  O F  T H E  L I T E R A T U R E  
T h e  i n i t i a t i n g  e v e n t  i n  m o s t  b i o l o g i c a l  f r e e  
r • d i c a l  r e a c t i o n s  i s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  
r a d i c a l  C 0
2
• ) ( S O R ) ,  w h i c h  i s  f o r m e d  f r o m  m o l e c u l a r  
o x y g e n  b y  a d d i t i o n  o f  a  s i n g l e  e l e c t r o n  ( F i g u r e  1 ) .  
S O R  i s  a c t e d  u p o n  b y  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S O D )  
y i e l d i n g  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  
r e a c t i n g  w i t h  a n o t h e r  m o l e c u l e  o f  S O R  t o  p r o d u c e  
a  m o r e  p o t e n t  r a d i c a l ,  t h e  h y d r o x y l  r a d i c a l  
( F i g u r e  1 ) .  S O R - m e d i a t e d  d e c o m p o s i t i o n  o f  h y d r o g e n  
p e r o x i d e  i s  c a t a l y z e d  b y  f e r r i c  i o n  ( H a b e r - W e i s s  
r e a c t i o n ) .  T h e  s u b j e c t  o f  t h e  b i o l o g y  o f  o x y g e n  
r a d i c a l s  h a s  b e e n  t r e a t e d  i n  a  n u m b e r  o f  r e c e n t  
r e v i e w s  (  1 - 3 ) .  
R e s p i r i n g  c e l l s  a r e  a  m a j o r  s o u r c e  o f  S O R ,  
i n  s p i t e  o f  t i g h t  b i n d i n g  o f  o x y g e n  b y  c y t o c h r o m e  
o x i d a s e .  T h e  e x t e n t  o f  S O R  p r o d u c t i o n  d u r i n g  r e s -
p i r a t i o n  i n  e u k a r y o t e s  i s  n o t  k n o w n .  H o w e v e r ,  i n  
e x t r a c t s  o f  S t r e p t o c o c c u s  f a e c a l i s  i n  w h i c h  S O D  
a c t i v i t y  h a d  b e e n  i n h i b i t e d  b y  s p e c i f i c  a n t i b o d y ,  
a  t o t a l  o f  1 7  p e r c e n t  o f  t h e  o x y g e n  c o n s u m e d  
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F i g u r e  I .  P r o d u c t i o n  o f  s u p e r o x i d e  r a d i c a l ,  h y d r o x y l  r a d i c a l ,  
a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e .  
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4  
r e s u l t e d  i n  S O R  p r o d u c t i o n  ( 4 ) .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  
S O R  p r o d u c t i o n  d u r i n g  r e s p i r a t i o n  w a s  d e m o n s t r a t e d  
b y  L o s c h e n  e t  a l .  ( 5 ) ,  w h o  f o u n d  t h a t  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w a s  t i g h t l y  c o u p l e d  t o  e n e r g y  
c o n s e r v a t i o n  i n  r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a .  T h e  a s -
s o c i a t i o n  o f  S O R  p r o d u c t i o n  a n d  r e s p i r a t i o n  h a s  l e d  
t o  t h e  s u g g e s t i o n  t h a t  t h e  m i t o c h o n d r i o n i s  t h e  
n m o l e c u l a r  c l o c k "  i n  e u k a r y o t i c  s y s t e m s ,  a n d  t h a t  
t h e  m a x i m a l  l i f e  s p a n  o f  a  s p e c i e s  i s  r e l a t e d  t o  
t h e  r a t e  o f  o x y g e n  c o n s u m p t i o n  ( 6 ) .  I n  t h i s  r e g a r d ,  
l o w  o x y g e n  c o n c e n t r a t i o n s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e x t e n d  
t h e  l i f e  s p a n  o f  c u l t u r e d  h u m a n  d i p l o i d  c e l l s  i n  
v i t r o  ( 7 ) .  
R e s p i r a t i o n  i s  n o t  t h e  o n l y  s o u r c e  o f  S O R ,  
h o w e v e r ,  a n d  i t s  p r o d u c t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  
t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h ,  o r  r e q u i r e d  f o r ,  t h e  
a c t i v i t y  o f  a  n u m b e r  o f  e n z y m e s ,  i n c l u d i n g  x a n t h i n e  
o x i d a s e ,  a l d e h y d e  o x i d a s e ,  f l a v i n  d e h y d r o g e n a s e ,  
d i a m i n e  o x i d a s e ,  a n d  r i b u l o s e - 1 , S - d i p h o s p h a t e  
c a r b o x y l a s e  ( 1 , 8 , 9 ) .  S O R  p r o d u c t i o n  h a s  a l s o  b e e n  
s h o w n  d u r i n g  t h e  a u t o o x i d a t i o n  o f  a  v a r i e t y  o f  
m o l e c u l e s ,  i n c l u d i n g  h y d r o q u i n o n e s ,  f l a v i n s ,  
c a t e c h o l a m i n e s ,  t e t r a h y d r o p t e r i n s ,  f e r r o d o x i n s ,  
a n d  h e m o g l o b i n  ( 1 , 1 0 , 1 1 , 1 2 , 1 3 ) .  T h e  a u t o o x i d a t i o n  
o f  v a r i o u s  c h e m i c a l s ,  i n c l u d i n g  h e r b i c i d e s  ( p a r a q u a t ) ,  
m e d i c i n e s  ( a d r i a m y c i n ) ,  a n d  a l k y l  h a l i d e s  ( c a r b o n  
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t e t r a c h l o r i d e )  a l s o  p r o d u c e  S O R  ( 1 4 - 1 8 ) .  
O n e  c o n s e q u e n c e  o f  f r e e  r a d i c a l s  i s  t h e  p r o -
d u c t i o n  o f  l i p i d  p e r o x i d e s .  F r e e  r a d i c a l  a t t a c k  
o n  p o l y u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s  y i e l d s  l i p i d  r a d i c a l s  
w i t h  a l l y l i c  d o u b l e  b o n d s ,  w h i c h  m a y  a d d  t o  m o l e -
c u l a r  o x y g e n  t o  p r o d u c e  l i p i d  p e r o x y  r a d i c a l s ,  
w h i c h  b y  a b s t r a c t i o n  o f  a  p r o t o n  a n d - e l e c t r o n  
u l t i m a t e l y  p r o d u c e  l i p i d  p e r o x i d e s  ( F i g u r e  2 ) .  
L i p i d  p e r o x i d e s  a r e  k n o w n  t o  d e c o m p o s e  a n d  y i e l d  
a  v a r i e t y  o f  p r o d u c t s ,  i n c l u d i n g  e t h a n e ,  p e n t a n e ,  
a n d  v a r i o u s  a l d e h y d e s .  T h e  m o s t  i m p o r t a n t  a l -
d e h y d e  p r o d u c e d  i s  m a l o n d i a l d e h y d e  ( C H O - c H
2
- C H O ) ,  
w h i c h  f o r m s  S c h i f f  b a s e  c r o s s - l i n k s  w i t h  a m i n e s  
o f  p r o t e i n s ,  p h o s p h o l i p i d s ,  a n d  n u c l e i c  a c i d s .  
T h e  p r o d u c t  o f  t h i s  r e a c t i o n  i s  a  b i o m o l e c u l e  
m a n y  t i m e s  t h e  s i z e  o f  t h e  o r i g i n a l , . w h i c h  b e c a u s e  
o f  u n u s u a l  b o n d s ,  i s  n o t  d i g e s t e d  i n  t h e  l y s o s o m e  
a n d  a c c u m u l a t e s  t h e r e  w i t h  a g e .  T h e s e  b i o p o l y m e r s  
a r e  f l u o r e s c e n t ,  w i t h  a  c h a r a c t e r i s t i c  e x c i t a t i o n  
m a x i m a  a t  3 6 0 - 3 8 0  n m ,  a n d  a n  e m i s s i o n  m a x i m a  a t  
4 4 0 - 4 7 0  n m .  T h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e s e  p i g m e n t s ,  
t e r m e d  a g i n g  p i g m e n t s ,  c e r o i d ,  o r  l i p o f u s c i n ,  i s  
d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  a g e  o f  t h e  a n i m a l  ( 1 9 , 2 0 ) .  
T h e  S c h i f f  b a s e  p r o d u c t s  o f  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  
m a l o n d i a l d e h y d e  w i t h  t h e  p r i m a r y  a m i n e s  o f  p r o t e i n s ,  
~ 
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
I  
L r o  
0 2 .  
( I i .  
L ·  
R - C H • C H - C H  - R  
< e l e c t r o n  a n d  : r O i c ; ' ; z +  
a b s t r a c t i o n )  
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G S H  
p e r o x i d a s e  
~ 
soonta~ 
l i p i d  o e r o x t d e  ~ 
d e c o m p o s i t i o n  p r o d u c t s  
( m a l o n d i a l d e h y d e ,  e t h a n e ,  p e n t a n e )  
F i g u r e  2 .  F r e e  r a d i c a l - i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t l o n .  
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n u c l e i c  a c i d s ,  o r  p h o s p h o l i p i d s  h a s  f l u o r e s c e n t  
p r o p e r t i e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  n a t i v e  
l i p o f u s c i n  ( 2 1 ) .  
F u r t h e r ,  p e r o x i d a t i o n  o f  s u b -
c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  ( l y s o s o m e s ,  m i t o c h o n d r i a ,  a n d  
m i c r o s o m e s )  i n  v i t r o  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  
. . . . . . .  
a g i n g  p i g m e n t s  w i t h  s p e c t r a  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  
n a t i v e  l i p o f u s c i n  ( 2 2 ) .  
T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  a n d  
c r o s s - l i n k i n g  i s  t h e  r e d u c t i o n  i n  c e l l u l a r  i n t e -
g r i t y  c a u s e d  b y  s u c h  e v e n t s .  L i p i d  p e r o x i d e s  h a v e  
b e e n  n o t e d  t o  i n a c t i v a t e  v a r i o u s  e n z y m e s ,  i n c l u d i n g  
i s o c i t r a t e  d e h y d r o g e n a s e  ( 2 3 ) ,  a n d  t o  a c t i v a t e  
p o t e n t i a l l y  d a m a g i n g  e n z y m e s ,  s u c h  a s  g u a n y l a t e  
c y c l a s e  ( 2 4 ) .  L i p i d  p e r o x i d a t i o n  d a m a g e s  i n t e g r a t e d  
m e m b r a n e  f u n c t i o n s ,  t h e  b e s t  e x a m p l e  b e i n g  t h e  i n -
h i b i t i o n  o f  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  r a t  l i v e r  
m i t o c h o n d r i a  b y  m e t h y l  l i n o l e a t e  h y d r o p e r o x i d e  ( 2 5 ) .  
L i p i d  p e r o x i d a t i o n  c a u s e s  a n  i n c r e a s e d  rat~Q o f  
o x i d i z e d / r e d u c e d  g l u t a t h i o n e  ( v i a  g l u t a t h i o n e  
p e r o x i d a s e ) ,  w h i c h  m a y  i n a c t i v a t e  i m p o r t a n t  r e -
g u l a t o r y  e n z y m e s ,  s u c h  a s  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( 2 6 ) ,  
a s  w e l l  a s  d e c r e a s i n g  t h e  a m o u n t  o f  t r a n s c r i p t i o n -
a l l y  a c t i v e  g e n e t i c  m a t e r i a l  ( 2 7 ) .  
A l t h o u g h  f r e e  r a d i c a l s  a r e  u b i q u i t o u s ,  t h e y  
a r e  b y  n o  m e a n s  o m n i p o t e n t .  E l a b o r a t e  e n z y m a t i c  
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s y s t e m s  h a v e  b e e n  e v o l v e d  b y  a e r o b i c  o r g a n i s m s  t o  
r e d u c e  t h e  f l u x e s  o f  S O R  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  w h i c h  
i n  t u r n  w i l l  r e d u c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  h y d r o x y l  r a d i c a l s  
( F i g u r e  1 ) .  S u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S O D )  i s  t h e  m a j o r  
d e f e n s e  s y s t e m  w h i c h  p r o t e c t s  a g a i n s t  e l e v a t i o n s  i n  
t h e  l e v e l s  o f  S O R .  S O D  c a t a l y z e s  t h e  d i s m u t a t i o n  
o f  t w o  molecu~es o f  S O R  t o  y i e l d  h y d r o g e n  p e r o x i d e  
a n d  m o l e c u l a r  o x y g e n  ( F i g u r e  1 ) .  H y d r o g e n  p e r o x i d e ,  
w h i l e  l e s s  t o x i c  t h a n  e i t h e r  S O R  o r  h y d r o x y l  r a d i c a l ,  
i s  n e v e r t h e l e s s  d a m a g i n g  t o  b i o l o g i c a l  s y s t e m s ,  a n d  
I  
m u s t  t h e r e f o r e  b e  d e t o x i f i e d .  G l u t a t h i o n e  p e r o x i d a s e  
I  
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u t i l i z e s  t h e i  r e d u c i n g  p o w e r  o f  g l u t a t h i o n e  c i  - L -
i  
g l u t a m y l - L - c y s t e i n y l g l y c i n e )  t o  r e d u c e  h y d r o g e n  
p e r o x i d e  t o  w a t e r  ( F i g u r e  1 ) ,  a n d  c o n t a i n s  s e l e n i u m  
a s  a  c o o r d i n a t i n g  m i n e r a l .  G l u t a t h i o n e  p e r o x i d a s e  
a l s o  a c t s  o n  l i p i d  p e r o x i d e s ,  r e d u c i n g  t h e s e  t o  
f a t t y  a c i d  a l c o h o l s  ( 2 8 ) .  G l u t a t h i o n e  p e r o x i d a s e  
r e a c t s  w i t h  a  w i d e  v a r i e t y  o f  l i p i d  h y d r o p e r o x i d e s ,  
a n d  i s  s p e c i f i c  f o r  t h e  h y d r o p e r o x y l  g r o u p  a n d  n o t  
f o r  a t t a c h e d  a l k y l  o r  a r y l  g r o u p s  ( 2 8 ) .  
A s c o r b i c  a c i d  a p p e a r s  t o  p l a y  a  p r o t e c t i v e  
r o l e  a g a i n s t  f r e e  r a d i c a l  d a m a g e .  A s c o r b i c  a c i d  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  o x i d i z e d  b y  S O R  g e n e r a t e d  f r o m  
a  x a n t h i n e - x a n t h i n e  o x i d a s e  s y s t e m ,  w i t h  a  s e c o n d  
5  - 1  - 1  
o r d e r  r a t e  c o n s t a n t  o f  2 . 7  x  1 0  M  s e c  ( 2 9 ) .  A t  
c e l l u l a r  p H ,  t h e  r a t e  c o n s t a n t  f o r  t h e  r e a c t i o n  
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b e t w e e n  S O R  a n d  S O D  i s  a b o u t  8  x  1 0  M  s e c  { l ) ,  
o r  a b o u t  3 , 0 0 0  t i m e s  f a s t e r  t h a n  t h e  a s c o r b a t e -
9  
c a t a l y z e d  r e a c t i o n .  T h e  l e v e l  o f  S O D  i n  m o s t  t i s s u e s ,  
h o w e v e r ,  i s  a p p r o x i m a t e l y  1 0 -
6  
M ,  a b o u t  1 0 0 0  t i m e s  
l e s s  t h a n  t h e  a p p r o x i m a t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a s c o r b i c  
a c i d  ( 2 9 ) .  T h e  a c t u a l  r a t e  o f  r e a c t i o n  b e t w e e n  S O R  
a n d  S O D  i s ,  t h e r e f o r e ,  o n l y  a b o u t  3  t i m e s  t h a t  f o r  
t h e  a s c o r b a t e - c a t a l y z e d  r e a c t i o n ,  w h i c h  i n d i c a t e s  
t h a t  a s c o r b i c  a c i d  m a y  p l a y  a  s u p p l e m e n t a r y  r o l e  
a g a i n s t  S O R - m e d i a t e d  t o x i c i t y .  I n  s u p p o r t  o f  t h i s  
p r o t e c t i v e  r o l e  o f  a s c o r b i c  a c i d ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
S O R  b y  g u i n e a  p i g  m a c r o p h a g e s  . ! . ! !  v i t r o  w a s  i n h i b i t e d  
b y  v a r i o u s  a n t i i n f l a m m a t o r y  a g e n t s  i n c l u d i n g  
a s c o r b i c  a c i d  ( 3 0 ) .  A s c o r b i c  a c i d  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  
t o  q u e n c h  t h e  h y d r o x y l  r a d i c a l  ( 3 1 ) .  
A s c o r b i c  a c i d  m a y  p l a y  a  p r i m a r y  r o l e  a s  a n  
e x t r a c e l l u l a r  d e f e n s e  a g a i n s t  f r e e  r a d i c a l s  i n  s u c h  
t i s s u e s  a s  t h e  l u n g ,  w h e r e  a p p r o x i m a t e l y  S O  p e r c e n t  
o f  t h e  a s c o r b i c  ' a c i d  i s  f o u n d  i n  t h e  f l u i d  l i n i n g  o f  
t h e  r e s p i r a t o r y  e p i t h e l i u m  i n  t h e  r a t  ( 3 2 )  a n d  t h e  
g u i n e a  p i g  ( 3 3 ) .  S c o r b u t i c  g u i n e a  p i g s  h a v e  b e e n  s h o w n  
t o  m a i n t a i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  p o o l  o f  a s c o r b i c  a c i d  i n  
t h e  l u n g ,  a n d  i n  f a c t ,  t h e  p e r c e n t a g e  o f  e x t r a c e l l u l a r  
a s c o r b i c  a c i d  i n c r e a s e s  f r o m  5 7  p e r c e n t  i n  c o n t r o l s  t o  
7 8  p e r c e n t  i n  t h e  s c o r b u t i c  g u i n e a  p i g  ( 3 3 ) .  T h u s ,  
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e v e n  i n  s c u r v y ,  a  s u b s t a n t i a l  p r o p o r t i o n  o f  t h e  l u n g  
v i t a m i n  C  i s  f o u n d  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  l i n i n g  i n  s p i t e  
o f  a n  o v e r a l l  d e c r e a s e  i n  l u n g  a s c o r b i c  a c i d  c o n t e n t .  
T h i s  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  i n  t h a t  e n z y m a t i c  
d e f e n s e  s y s t e m s  i n c l u d i n g  S O D  a n d  g l u t a t h i o n e  p e r -
o x i d a s e  a r e  f o u n d  o n l y  i n t r a c e l l u l a r l y ,  a n d  w o u l d  n o t  
b e  a v a i l a b l e  f o r  r e a c t i o n  w i t h  e x t r a c e l l u l a r  f r e e  
r a d i c a l s  o r  o x i d a n t s .  
T h e  t o x i c i t y  o f  o z o n e  a n d  o x y g e n  i s  d u e  t o  p r o -
m o t i o n  o f  f r e e  r a d i c a l  r e a c t i o n s  ( 3 4 ) ,  a n d  a s c o r b i c  
a c i d  ( a s  w e l l  a s  o t h e r  a n t i o x i d a n t s )  h a s  b e e n  s h o w n  
, t o  p r o t e c t  a g a i n s t  o x i d a n t  d a m a g e .  A s c o r b i c  a c i d  w a s  
f o u n d  t o  b e  p a r t i c u l a r l y  e f f e c t i v e  a g a i n s t  l u n g  ~amage 
i n  r a t s  e x p o s e d  t o  4 - 5  a t m o s p h e r e s  o f  o x y g e n ,  w h i l e  
i t s  e f f e c t  o n  p r o l o n g i n g  s u r v 1 v a l  i n  m i c e  e x p o s e d  
t o  5  a t m o s p h e r e s  o f  o x y g e n  w a s  l e s s  s t r i k i n g  ( 3 5 ) .  
V i t a m i n  C  a l s o  d e c r e a s e d  m o r t a l i t y  i n  m i c e  e x p o s e d  
t o  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o z o n e ,  a n d  w a s  r e s p o n -
s i b l e  f o r  a  d e c r e a s e  i n  p u l m o n a r y  e d e m a  w h i c h  f o l l o w s  
s u c h  e x p o s u r e  ( 3 6 ) .  
D i e t a r y  a s c o r b i c  a c i d  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
r e d u c e  t h e  e x t e n t  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  b o t h  t h e  
m o u s e  ( 3 7 )  a n d  t h e  g u i n e a  p i g  ( 3 8 ) .  I n  t h e  l a t t e r  
s t u d y ,  d i e t a r y  a s c o r b i c  a c i d  i n c r e a s e d  t h e  l e v e l  o f  
v i t a m i n  E  i n  t h e  p l a s m a  o f  v i t a m i n  E - d e f  i c i e n t  g u i n e a  
p i g s ,  w h i c h  i n d i c a t e s  a n  i m p o r t a n t  n u t r i t i o n a l  i n t e r -
, - - ·  6 - - - - -
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1 1  
r e l a t i o n s h i p  w i t h  r e s p e c t  t o  f r e e  r a d i c a l  q u e n c h e r s .  
A s c o r b i c  a c i d  h a s  a l s o  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  r e d u c e  
m o r t a l i t y  d u e  t o  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  i n  t h e  r a t  ( 1 5 ) .  
T h i s  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  i n  t h a t  c a r b o n  t e t r a -
c h l o r i d e  i s  a  w e l l  k n o w n  f r e e  r a d i c a l  i n d u c e r ,  a n d  
s t u d i e s _ d e s c r i b e d  h e r e i n  e x p l o r e  t h e  r o l e  o f  a s c o r b i c  
a c i d  i n  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e - i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
A  c u r i o u s  f e a t u r e  o f  t h e  m o l e c u l a r  b i o l o g y  o f  
a s c o r b i c  a c i d  i s  t h a t  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  a p p e a r  
t o  i n d u c e  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  b r a i n  a n d  l i v e r  m i c r o -
s o m e s  i n  v i t r o ,  w h i l e  h i g h e r ,  p h y s i o l o g i c  c o n c e n t r a t -
i o n s  p r e v e n t  s u c h  p e r o x i d a t i o n  ( 3 9 - 4 1 ) .  T h e  m e c h a n i s m  
o f  t h i s  e f f e c t  i s  t h a t  a s c o r b i c  a c i d  c a n  r e d u c e  f e r r i c  
i o n  t o  t h e  f e r r o u s  s t a t e ,  w h i c h  c a n  t h e n  c a t a l y z e  
t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t o  t h e  h y d r o x y l  
r a d i c a l ,  a s  i n  t h e  H a b e r - W e i s s  r e a c t i o n  ( F i g u r e  1 ) .  
T h e  o b s e r v e d  i n h i b i t i o n  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  a t  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a s c o r b i c  a c i d  i s  p r o b a b l y  
d u e  t o  i t s  f r e e  r a d i c a l  q u e n c h i n g  a c t i o n .  D e s p i t e  
t h i s  1 . ! l  v i t r o  i n d u c t i o n  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  b y  
a s c o r b i c  a c i d ,  n o  e v i d e n c e  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  f o r  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  f r e e  r a d i c a l s  b y  a s c o r b i c  a c i d  
e i t h e r  . ! . ! !  ~ o r  . ! . ! !  v i t r o .  H a l l i w e l l  a n d  F o y e r  ( 4 2 )  
h a v e  s h o w n  t h a t  t h e  a u t o o x i d a t i o n  o f  a s c o r b i c  a c i d  
d o e s  n o t  g e n e r a t e  S O R .  R e a c t i o n  o f  a s c o r b i c  a c i d  
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w i t h  f r e e  r a d i c a l s  p r o d u c e s  a  p a r t i a l l y  o x i d i z e d  f o r m  
o f  a s c o r b a t e  k n o w n  a s  t h e  a s c o r b a t e  f r e e  r a d i c a l  ( A F R ) ,  
w h i c h  m a y  r e a c t  w i t h  a n o t h e r  r a d i c a l  t o  p r o d u c e  d e -
~y~reascorbate ( F i g u r e  3 ) .  I t  i s  t h e o r e t i c a l l y  
p o s s i b l e  t h a t  A F R  i t s e l f  m a y  i n i t i a t e  f r e e  r a d i c a l  
c h a i n  r e a c t i o n s :  h o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  A F R  i s  n o t  r e a c t i v e  w i t h  a  v a r i e t y  o f  i n t e r m e d -
i a r y  m e t a b o l i t e s ,  d o e s  n o t  r e a c t  w i t h  o x y g e n ,  a n d  
q u e n c h e s  i t s e l f  e x t r e m e l y  r a p i d l y  ( 4 3 ) .  F u r t h e r ,  
a n  e n z y m e  s y s t e m  h a s  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  r a t  l i v e r  
w h i c h  c a t a l y z e s  t h e  r e d u c t i o n  o f  A F R  t o  a s c o r b i c  
a c i d  ( N A D H :  s e m i d e h y d r o a s c o r b a t e  o x i d o r e d u c t a s e )  
( F i g u r e  3 ) ,  w h i c h  s h o u l d  f u r t h e r  l e s s e n  t h e  p o s -
s i b i l i t y  o f  A F R - i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  ( 4 4 ) .  
T h e  c o m p l e t e  o x i d a t i o n  o f  a s c o r b i c  a c i d  t o  t h e  
d e h y d r o a s c o r b a t e  f o r m  r e s u l t s  i n  t h e  q u e n c h i n g  o f  
t w o  m o l e s  o f  f r e e  r a d i c a l s  p e r  m o l e  o f  a s c o r b a t e  
o x i d i z e d .  R e d u c e d  g l u t a t h i o n e  r e a c t s  d i r e c t l y  
w i t h  d e h y d r o a s c o r b i c  a c i d  a n d  r e s u l t s  i n  t h e  f o r -
m a t i o n  o f  a s c o r b i c  a c i d ,  w h i c h  m a y  p r o v i d e  a n  e f -
f e c t i v e  r e c y c l i n g  s y s t e m  f o r  a s c o r b i c  a c i d - m e d i a t e d  
f r e e  r a d i c a l  q u e n c h i n g  ( 4 5 ) .  A s c o r b i c  a c i d  a l s o  
r e a c t s  d i r e c t l y  w i t h  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  a n d  m a y  
b e  a n  a n c i l l a r y  m e c h a n i s m  t o  p r o t e c t  a g a i n s t  t o x i c i t y  
d u e  t o  v a r i o u s  h y d r o p e r o x i d e s  ( 4 6 ) .  A s c o r b i c  a c i d  
H - O H  
a s c o r b i c  C H
2
0 H  
a c i d  
L "  ' : :  d ' L H  
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r e d u c t a s e  
: : ; : : .  
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F i g u r e  3 .  A s c o r b i c  a c i d  a n d  f r e e  r a d i c a l  q u e n c h i n g .  
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1 4  
a p p e a r s ,  t h e r e f o r e ,  t o  b e  a  m o l e c u l e  w h i c h  m a y  q u e n c h  
f r e e  r a d i c a l s  w i t h o u t  l e a d i n g  t o  f u r t h e r  f r e e  r a d i c a l  
p r o d u c t i o n ,  a n d  m a y  t h u s  p l a y  a  p r o t e c t i v e  r o l e  a g a i n s t  
f r e e  r a d i c a l  r e a c t i o n s  i n  v i v o .  
- -
T h e  a b i l i t y  o f  a n t i o x i d a n t s  t o  q u e n c h  f r e e  
r a d i c a l  r e a c t i o n s  s h o u l d ,  t h e o r e t i c a l l y ,  l e a d  t o  
e n h a n c e d  l o n g e v i t y ,  b u t  t o  d a t e _  v e r y  f e w  i n v e s t -
i g a t i o n s  o f  t h i s  n a t u r e  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  H a r m a n  
( 4 7 )  f i r s t  r e p o r t e d  t h a t  s y n t h e t i c  a n t i o x i d a n t s ,  
w h e n  a d d e d  t o  t h e  d i e t s  o f  m i c e ,  w e r e  a b l e  t o  e x t e n d  
t h e  l i f e  s p a n .  A d d i t i o n  o f  2 - m e r c a p t o e t h y l a m i n e  
( 2 - M E A )  ( 1 . 0 % ) ,  c y s t e i n e  H C l  ( 1 . 0 % ) ,  o r  2 , 2 ' - d i -
a m i n o d i e t h y l d i s u l f i d e  d i h y d r o c h l o r i d e  ( 0 . 5 % )  i n -
c r e a s e d  t h e  h a l f  s u r v i v a l  t i m e  o f  A K R  m i c e  b y  a p -
p r o x i m a t e l y  2 0 % .  I n  a  s u b s e q u e n t  s t u d y  b y  H a r m a n  
( 4 8 ) ,  a n t i o x i d a n t s  w e r e  s h o w n  t o  p r o l o n g  t h e  l i f e  
s p a n  o f  b o t h  A K R  a n d  C 3 H  m i c e .  2 - M E A  ( 1 . 0 % )  w a s  
v e r y  e f f e c t i v e  i n  t h i s  r e g a r d ,  a n d  r e s u l t e d  i n  a n  
i n c r e a s e  o f  2 6 %  i n  t h e  m e a n  l i f e  s p a n  o f  C 3 H  m i c e .  
H y d r o x y l a m i n e  H C l  s h o w e d  a  s l i g h t  e f f e c t  o n  l o n g -
e v i t y ,  i n c r e a s i n g  t h e  m e a n  l i f e s p a n  o f  C 3 H  m i c e  b y  
a b o u t  7 % .  I n  t h e  A K R  s t r a i n ,  c y s t e i n e  H C l  ( 1 . 0 % )  
a n d  h y d r o x y l a m i n e  H C l  ( 1 . 0 % )  i n c r e a s e d  t h e  h a l f  
,  ~ 
s u r v i v a l  t i m e  b y  a b o u t  1 5 % .  H a r m a n  ( 4 9 )  h a s  a l s o  
r e p o r t e d  t h a t  a d d i t i o n  o f  s y n t h e t i c  a n t i o x i d a n t s  
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t o  t h e  d i e t  o f  L A F
1  
m i c e  r e d u c e d  t h e  r a t e  o f  m o r t a l i t y .  
2 - M E A  r e s u l t e d  i n  a  d o s e - d e p e n d e n t  i n c r e a s e  i n  m e a n  
l i f e s p a n ;  a t  0 . 5 %  a n  i n c r e a s e  o f  1 2 . 8 %  i n  t h e  m e a n  
l i f e s p a n  w a s  n o t e d ,  a n d  a t  1 . 0 %  a n  i n c r e a s e  o f  2 9 . 3 %  
w a s  o b s e r v e d .  B u t y l a t e d  h y d r o x y t o l u e n e ,  a t  0 . 5 %  o f  
t h e  d i e t ,  i n c r e a s e d  t h e  m e a n  l i f e s p a n  o f  L A F
1  
m i c e  
b y  4 5 % .  A  p i l o t  s t u d y  o n  t h e  e f f e c t  o f  a s c o r b i c  a c i d  
o n  t h e  l i f e s p a n  o f  g u i n e a  p i g s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
b y  D a v i e s  e t  a l .  ( 5 0 ) .  G u i n e a  p i g s  g i v e n  1 . 0 %  L -
a s c o r b i c  a c i d  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  s h o w e d  n o  i n c r e a s e  
i n  m e a n  l i f e s p a n  c o m p a r e d  t o  g u i n e a  p i g s  g i v e n  5  m g  
a s c o r b i c  a c i d  p e r  k i l o g r a m  b o d y  w e i g h t  ( b y  o r a l  
i n t u b a t i o n ) .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  d i f f i c u l t  t o  i n -
t e r p r e t ,  h o w e v e r ,  s i n c e  t h e  h i g h  a n d  l o w  v i t a m i n  C  
g r o u p s  r e c e i v e d  a s c o r b i c  a c i d  b y  d i f f e r e n t  r o u t e s  
o f  a d m i n i s t r a t i o n .  
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
M I C E  
M i c e  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  o f  t h e  f o l -
l o w i n g  s t r a i n s :  B A L B / c ,  D B A / 2 ,  N Z B ,  B A L B / c  x  D B A / 2  
F
1  
h y b r i d s ,  a n d  B A L B / c  x  N Z B  F
1  
h y b r i d s .  B A L B / c  a n d  
D B A / 2  b r e e d i n g  s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  J a c k s o n  
L a b o r a t o r y ,  B a r  H a r b o r ,  M a i n e .  N Z B  b r e e d i n g  s t o c k s  
w e r e  o b t a i n e d  i n  1 9 6 6  f r o m  t h e  O t a g o  U n i v e r s i t y  
M e d i c a l  S c h o o l ,  D u n n a d i n ,  N e w  Z e a l a n d .  A l l  m i c e  
u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  b r e d  i n  o u r  o w n  c o l o n y  
f r o m  s t o c k s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
D I E T S  
A l l  m i c e  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  P u r i n a  R o d e n t  c h o w  
( R a l s t o n - P u r i n a  C o . ,  S a i n t  L o u i s ,  M o . ) ,  w h i c h  w a s  
g i v e n  a d  l i b i t u m .  M i c e  n o t  g i v e n  v i t a m i n  C  r e -
- - - - -
c e i v e d  t a p  w a t e r  ! s !  l i b i t u m .  V i t a m i n  C - t r e a t e d  m i c e  
r e c e i v e d  t a p  w a t e r  c o n t a i n i n g  2 5 0  m g %  L - a s c o r b i c  a c i d  
_ ! 2  l i b i t u m .  T h i s  r e g i m e n  o f  2 5 0  m g %  L - a s c o r b i c  a c i d  
i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  r e s u l t e d  i n  a  d a i l y  i n t a k e  o f  
a b o u t  4 0 0 . 1 1 J R g  . .  a s c o r b i c  a c i d  p e r  k i l o g r a m  b o d y  w e i g h t .  
A s c o r b i c  a c i d - c o n t a i n i n g  w a t e r  w a s  s t o r e d  i n  b r o w n  
; '  
1 7  
b o t t l e s ,  a n d  c h a n g e d  e v e r y  o t h e r  d a y  i n  o r d e r  t o  
a v o i d  o x i d a t i o n .  
C H E M I C A L S  
2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  
u . s .  B i o c h e m i c a l  C o r p o r a t i o n ,  C l e v e l a n d ,  O h i o .  
T h i o u r e a  w a s  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y ,  
S a i n t  L o u i s ,  M i s s o u r i .  C u p r i c  s u l f a t e  w a s  p u r -
c h a s e d  f r o m  M a t h e s o n ,  C o l e m a n  a n d  B e l l  C o m p a n y ,  
C i n c i n n a t i ,  O h i o .  C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  w a s  o b t a i n e d  
f r o m  M a l i n c k r o d t  I n c . ,  S a i n t  L o u i s ,  M i s s o u r i .  A l l  
c h e m i c a l s  u s e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  r e a g e n t  g r a d e .  
P R E P A R A T I O N  O F  R E A G E N T S  
T h e  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e - t h i o u r e a -
c u p r i c  s u l f a t e  ( O T C )  m i x  w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s :  
1 . 0 0  g  
o f  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l  h y d r a z i n e ,  0 . 1 2 5  
g  
o f  t h i o u r e a ,  a n d  0 . 0 1 S  g  
o f  c u p r i c  s u l f a t e  
w e r e  a d d e d  t o  S O  m l  o f  9  N  H
2
s o
4
,  s t i r r e d  o n  a  m a g -
n e t i c  stirrec~ a n d  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  s i n t e r e d  g l a s s  
f i l t e r  f u n n e l .  T h e  D T C  m i x  t h u s  o b t a i n e d  w a s  s t o r e d  
a t  2 °  c ,  a n d  w a s  p r e p a r e d  e v e r y  w e e k .  T h e  2 , 4 - d i -
n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e - t h i o u r e a  ( D T )  m i x  w a s  p r e p a r e d  
a s  f o l l o w s :  1 . 0 0  t  
o f  2 , 4 - d i n i t r o p h e n y l h y d r a z i n e  
a n d  0 . 2 5 0  g  
o f  t h i o u r e a  w a s  a d d e d  t o  S O  m l  o f  
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9  N  H
2
s o
4
,  s t i r r e d  w i t h  a  m a g n e t i c  stirrer~ a n d  f i l -
t e r e d  t h r o u g h  a  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t e r  f u n n e l .  T h e  
D T  m i x  w a s  s t o r @ d  a t  2 °  c ,  a n d  w a s  p r e p a r e d  e v e r y  
w e e k .  6 5 %  s u l f u r i c  a c i d  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  
5 6 0  m l  o f  c o n c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d  t o  2 4 0  m l  o f  d i s -
t i l l e d  w a t e r .  
9  N  s u l f u r i c  a c i d  w a s  p r e p a r e d  b y  
a d d i n g  3 0 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  t o  1 0 0  m l  o f  c o n -
c e n t r a t e d  s u l f u r i c  a c i d .  
T I S S U E  P R E P A R A T I O N S  
B l o o d  w a s  o b t a i n e d  b y  o r b i t a l  s i n u s  p u n c t u r e ,  
a l l o w e d  t o  c l o t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s ,  
a n d  c e n t r i f u g e d  a t  2 , 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  a n  
I n t e r n a t i o n a l  c e n t r i f u g e  ( m o d e l  H N ) .  S e r u m  t h u s  
o b t a i n e d  w a s  d i l u t e d  w i t h  9  v o l u m e s  c o l d  1 0 3  t r i -
c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( T C A )  a n d  m i x e d  t h o r o u g h l y .  
T i s s u e s  w e r e  r e m o v e d  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  e x -
s a n g u i n a t i o n ,  w e i g h e d  o n  a  M e t t l e r  H 6  e l e c t r o n i c  
b a l a n c e ,  a n d  h o m o g e n i z e d  i n  9 ,  1 9 ,  3 9 ,  o r  7 9  v o l u m e s  
o f  c o l d  1 0 %  T C A ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  w e i g h t  o f  t h e  
t i s s u e .  T o t a l  v o l u m e s  o f  T C A  h o m o g e n a t e s  w e r e  b e -
t w e e n  3  a n d  8  m l .  S a m p l e s  w e r e  c e n t i f u g e d  a t  3 , 0 0 0  
r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  a  P R - 2  I n t e r n a t i o n a l  r e f r i g e r -
a t e d  c e n t L i f u g e ,  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t s  p i p e t t e d  i n t o  
a  1 3  x  1 0 0  m m  b o r o s i l i c a t e  t e s t  t u b e .  A l i q u o t s  o f  
r - - · - - H - •  . .  
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t h e  p r o t e i n - f r e e  supernat~nt w e r e  u s e d  i m m e d i a t e l y  
f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  o x i d i z e d  a n d  tota~ v i t a m i n  c ,  
a s  d e s c r i b e d  b e l o w .  
A S S A Y  O F  T O T A L  V I T A M I N  C  
T o t a l  v i t a m i n  C  l e v e l s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
L o w r y  ( 5 1 )  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  R o e  a n d  
K e u t h e r  ( 5 2 ) .  4 0 0  p l  o f  t h e  p r o t e i n - f r e e  s u p e r -
1 9  
n a t a n t  w a s  a d d e d  t o  l a b e l e d  1 3  x  1 0 0  m m  b o r o s i l i c a t e  
t e s t  t u b e s ,  f o l l o w e d  b y  a d d i t i o n  o f  1 3 0  p l  o f  t h e  O T C  
m i x .  A l l  s a m p l e s  w e r e  r u n  i n  t r i p l i c a t e .  T u b e s  w e r e  
0  
v o r t e x e d ,  a n d  i n c u b a t e d  i n  a  3 7  C  w a t e r  b a t h  f o r  
e x a c t l y  f o u r  h o u r s .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  a n  
i c e  b a t h ,  a n d  6 7 0  p l  o f  6 5 %  s u l f u r i c  a c i d  w a s  a d d e d .  
S a m p l e s  w e r e  v o r t e x e d ,  a n d  c o l o r  d e v e l o p m e n t  a l l o w e d  
t o  p r o c e e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  4 5  m i n u t e s .  P e r -
c e n t  t r a n s m i t t a n c e  w a s  r e c o r d e d  o n  a  B e c k m a n  m o d e l  
B  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  5 2 0  n m .  B l a n k s  w e e e  p r e p a r e d  
f r o m  
4 0 0  p l  o f  1 0 %  T C A  p l u s  a l l  r e a g e n t s ;  
s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r a : : l  f r o m  4 0 0  p l  o f  a  0 . 2  m g / 1 0 0  
m l  a s c o r b i c  a c i d  s o l u t i o n  p l u s  a l l  r e a g e n t s .  A s c o r b i c  
a c i d  s t a n d a r d s  ( 1 . 0  m g / m l )  w e r e  p r e p a r e d  i n  b a t c h  a n d  
f r o z e n  a t  - 2 0 °  c ,  a n d  o n  t h e  d a y  o f  a s s a y ,  w e r e  d i l •  
u t e d  1 : 5 0 0  ( v o l u m e : v o l u m e )  w i t h  1 0 %  T C A ,  t o  y i e l d  t h e  
w o r k i n g  s t a n d a r d  ( 0 . 2  m g  a s c o r b i c  a c i d / 1 0 0  m l ) .  
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2 0  
A S S A Y  O F  O X I D I Z E D  V I T A M I N  C  
O x i d i z e d  v i t a m i n  C  w a s  d e t e r m i n e d  e s s e n t i a l l y  
b y  t h e  m e t h o d  o f  S t e v e n s o n  a n d  B r u s h  ( 5 3 ) .  S a m p l e s  
w e r e  p r e p a r e d  e x a c t l y  a s  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  
v i t a m i n  c ,  e x c e p t  t h a t  1 3 0  p l  o f  t h e  D T  m i x  w a s  a d d e d  
i n s t e a d  o f  t h e  D T C  m i x .  T h e  e x c l u s i o n  o f  c u p r i c  
s u l f a t e  f r o m  t h e  D T  m i x  p r e v e n t e d  t h e  o x i d a t i o n  o f  
t h e  a s c o r b i c  a c i d ,  a n d  t h e r e f o r e  r e s u l t s  o b t a i n e d  
w i t h  t h i s  p r o c e d u r e  y i e l d e d  v a l u e s  o f  " o x i d i z e d "  
v i t a m i n  C  ( d e h y d r o a s c o r b i c  a c i d  a n d  2 , 3 - d i k e t o -
g u l o n i c  a c i d ) .  S i n c e  a s c o r b i c  a c i d  i s  e a s i l y  o x -
i d i z e d ,  e v e n  i n  1 0 %  T C A ,  a l l  s a m p l e s  t o  b e  a s s a y e d  
f o r  o x i d i z e d  v i t a m i n  C  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  D T  m i x  
w i t h i n  3 0  m i n u t e s  a f t e r  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n .  
C A L C U L A T I O N S  
P e r c e n t  t r a n s m i t t a n c e  w a s  c o n v e r t e d  t o  a b -
s o r b a n c e  u s i n g  s t a n d a r d  t a b l e s  f r o m  t h e  H a n d b o o k  
o f  A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y .  B o t h  t o t a l  a n d  o x i d i z e d  
v i t a m i n  C  l e v e l s  w e r e  c a l c u l a t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  
m a n n e r :  
A b s o r b a n c e  ( u n k n o w n )  
A b s o r b a n c e  ( s t a n d a r d )  
x  D  =  m g / 1 0 0  g r a m s  w e t  
w e i g h t  
o r  m g / 1 0 0  m l  s e r u m  
H o m o g e n i z a t i o n  v o l u m e s  o f  9 , 1 9 , 3 9 ,  a n d  7 9  r e q u i r e d  
2 1  
u s e  o f  2 ,  4 ,  8 ,  a n d  1 6  f o r  t h e  D  f a c t o r ,  r e s p e c t i v e l y .  
V a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  b o t h  t o t a l  a n d  o x i d i z e d  
v i t a m i n  c ,  a n d  r e d u c e d  v i t a m i n  C  l e v e l s  w e r e  c a l -
c u l a t e d  b y  s u b t r a c t i o n .  
S T A T I S T I C A L  A N A L Y S I S  
A n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  w a s  p e r f o r m e d  
o n  a  M o n r o e  p r o g r a m m a b l e  c o m p u t e r ,  u s i n g  t h e  s t u d e n t  
• t •  t e s t .  P  v a l u e s  o f  g r e a t e r  t h a n  0 . 0 5  w e r e  c o n -
s i d e r e d  i n s i g n i f i c a n t .  
E X P E R I M E N T A L  P R O T O C O L S  
B a s e l i n e  S t u d i e s  
D B A / 2  a n d  B A L B / c  m i c e  w e r e  t a k e n  a t  v a r i o u s  a g e s ,  
a n d  t h e i r  t i s s u e s  a n d  s e r u m  v i t a m i n  C  l e v e l s  d e t e r -
m i n e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  i n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  
e f f e c t  o f  a g e  o n  t i s s u e  a n d  s e r u m  v i t a m i n  C  l e v e l s  
i n  t h e  m o u s e .  M i c e  u s e d  f o r  b a s e l i n e  s t u d i e s  w e r e  
n o t  g i v e n  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d .  G r o u p s  o f  f r o m  
3 - 1 1  m i c e  w e r e  u s e d .  
I n  V i t r o  O x i d i z e d / R e d u c e d  R a t i o  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  
o x i d i z e d  a n d  r e d u c e d  v i t a m i n  C  _ ! n  v i t r o ,  2 5  m g  a s c -
o r b i c  a c i d  w a s  d i s s o l v e d  i n  1 0 0  m l  o f  0 . 1  M  p h o s p h a t e  
2 2  
b u f f e r ,  p H  7 . 4 ,  a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  i t s  o x i d a t i o n  
0  
f o l l o w e d  d u r i n g  i n c u b a t i o n  i n  a  3 7  C  w a t e r  b a t h .  
T o t a l  a n d  o x i d i z e d  v i t a m i n  C  l e v e l s  w e r e  a s s a y e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  
I n  V i v o  O x i d i z e d / R e d u c e d  R a t i o  
T h e s e  s t u d i e s  w e r e  d e s i g n e d  i n  o r d e r  t o  d e t e r -
m i n e  t h e  e f f e c t  o f  a g e  o n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d -
u c e d  v i t a m i n  C  i n  t i s s u e s  o f  m i c e  n o t  g i v e n  s u p p l e -
m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d .  M i c e  w e r e  s a c r i f i c e d  a t  
v a r i o u s  a g e s ,  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  r e s u l t s  s e c t i o n ,  
a n d  t i s s u e s  p r e p a r e d  a n d  a s s a y e d  f o r  t o t a l  a n d  o x -
i d i z e d  v i t a m i n  C  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  G r o u p s  o f  4  
t o  7  m i c e  w e r e  u t i l i z e d .  
E f f e c t  6 f  V i t a m i n  C  O n  I n  V i v o  O x i d i z e d / R e d u c e d  R a t i o s  
T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d  
o n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  . ! . ! !  v i v o .  
B A L B / c  f e m a l e  m i c e ,  1 5  m o n t h s  o f  a g e ,  w e r e  e m p l o y e d  
i n  t h i s  s t u d y .  T h e  v i t a m i n  C-tre~ted g r o u p  w e r e  
p l a c e d  o n  a  r e g i m e n  o f  2 5 0  m g %  L - a s c o r b i c  a c i d  i n  
t h e  d r i n k i n g  w a t e r  a t  3  mon~hs o f  a g e  ;  t h e  c o n t r o l  
g r o u p  r e c e i v e d  t a p  w a t e r .  S e r u m  a n d  t i s s u e s  w e r e  
p r e p a r e d  a n d  a s s a y e d  f o r  t o t a l  a n d  o x i d i z e d  v i t a m i n  
C  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  F o u r  m i c e  w e r e  u s e d  i n  e a c h  
g r o u p .  
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T i m e  C o u r s e  e f  C C 1
4
- I n d u c e d  L i p i d  P e r o x i d a t i o n  
C a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  ( C C 1
4
>  i s  a  w e l l  k n o w n  
l i p i d  p e r o x i d i z e r ,  a n d  i t  w a s  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r -
2 3  
m i n e  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  c c 1
4
- i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a -
t i o n ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d /  r e d u c e d  
v i t a m i n  c .  F o r  t h i s  e x p e r i m e n t ,  B A L B / c  x  D B A / 2  F
1  
m a l e  h y b r i d s ,  7  t o  9  m o n t h s  o f  a g e ,  w e r e  e m p l o y e d .  
N o  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d  w a s  g i v e n .  G r o u p s  o f  
4  t o  5  m i c e  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h  0 . 0 5  
m l  o f  c c 1
4
,  a n d  w e r e  s a c r i f i c e d  a t  1 ,  2 ,  a n d  3  d a y s  
p o s t - i n j e c t i o n .  F o u r  : m i c e  s e r v e d  a s  c o n t r o l s ,  a n d  
w e r e  n o t  t r e a t e d  w i t h  c c 1
4
•  L i v e r ,  k i d n e y ,  a n d  s p l e e n  
w e r e  r e m o v e d  f o l l o w i n g  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n ,  a n d  t o t a l  
a n d  o x i d i z e d  v i t a m i n  C  d e t e r m i n e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
S p l e e n  w e i g h t s  a n d  h e m a t o c r i t s  w e r e  a l s o  o b t a i n e d  
s i n c e  c c 1
4  
i s  k n o w n  t o  e f f e c t  t h e s e  p a r a m e t e r s .  
E f f e c t  O f  A s c o r b i c  A c i d  e n  C C 1
4
- I n d u c e d  
L i p i d  P e r o x i d a t i o n  
T h e  e f f e c t  o f  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d  o n  
c c 1
4
- i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  
B A L B / c  x  N Z B  F
1  
m a l e s ,  1 0  t o  1 2  m o n t h s  o f  a g e .  F o u r -
t e e n  c o n t r o l  m i c e ,  a n d  1 4  v i t a m i n  C - t r e a t e d  m i c e ,  w e r e  
i n j e c t e d  w i t h  o . o s  m l  c c 1
4  
i n t r a p e r i t o n e a l l y ,  a n d  s a c -
r i f i c e d  t w o  d a y s  p o s t - i n j e c t i o n .  V i t a m i n  C - t r e a t e d  
m i c e  h a d  b e e n  o n  t h e  a s c o r b i c  a c i d  r e g i m e n  f o r  5  
w e e k s  p r i o r  t o  c c 1
4  
i n j e c t i o n .  L i v e r ,  k i d n e y ,  a n d  
s p l e e n  w e r e  r e m o v e d  f o l l o w i n g  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n ;  
a n d  t o t a l  a n d  o x i d i z e d  v i t a m i n  C  d e t e r m i n e d  a s  
d e s c r i b e d  a b o v e .  
2 4  
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C H A P T E R  I V  
R E S U L T S  
E F F E C T  O F  A G E  O N  T O T A L  V I T A M I N  C  L E V E L S  I N  
B A L B / c  A N D  D B A / 2  M I C E  
T h e  e f f e c t  o f  a g e  o n  t h e  l e v e l s  o f  v i t a m i n  C  i n  
s e r u m ,  l i v e r ,  a n d  s p l e e n  f o r  D B A / 2  a n d  B A L B / c  m i c e  i s  
s h o w n  i n  T a b l e  I .  I n  t h e  D B A / 2  s t r a i n ,  m a l e s  a s  w e l l  
a s  f e m a l e s  m a n i f e s t e d  d e p r e s s e d  s e r u m  l e v e l s  w i t h  a d -
v a n c i n g  a g e ,  a p p r o x i m a t e l y  3 5 %  o v e r  a  p e r i o d  o f  2 7  
m o n t h s .  B A L B / c  m i c e  a l s o  d i s p l a y e d  d e c r e a s e s  i n  s e r u m  
v i t a m i n  C  l e v e l s  w i t h  a d v a n c i n g  a g e ,  41~ o v e r  a  2 8  
m o n t h  p e r i o d  i n  f e m a l e s  a n d  5 4 %  i n  m a l e s  a f t e r  8  
m o n t h s ,  t h e  l a s t  m o n t h  a v a i l a b l e  i n  o u r  c o l o n y .  I n -
t e r e s t i n g l y ,  b o t h  D B A / 2  a n d  BALBI~ m i c e  s h o w e d  ~ajor 
d e p r e s s i o n s  o f  s e r u m  v i t a m i n  C  l e v e l s  d u r i n g  t h e  f i r s t  
t w o  m o n t h s  o f  l i f e ,  w h i c h  p a r a l l e l s  t h e  d e c l i n e  i n  
l i v e r  v i t a m i n  C  l e v e l s  d u r i n g  t h i s  a g e  p e r i o d .  
A n o t h e r  d e p r e s s i o n  i n  s e r u m  v i t a m i n  C  o c c u r r e d  i n  
D B A / 2  f e m a l e s  a t  1 4  m o n t h s  o f  a g e  a n d  i n  B A L B / c  
f e m a l e s  a t  2 1  m o n t h s .  D B A / 2  m a l e s  c o n t i n u e d  t o  s h o w  
a  r e l a t i v e l y  s t e e p  d e c l i n e  u p  t o  8  m o n t h s ,  m a i n l y  
l e v e l i n g  o f f  · t h e r e a f t e r .  
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S t r a i n  
a n d  s e t c  
D B A / 2  
f e m a l e s  
D B A / 2  
1 1 a l e s  
B A L B / e  
f e m a l e s  
B A L B / e  
1 1 1 a l e s  
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E F P ' E C ' l '  o r  A G E  O N  T O T A L  V I T A M I N  c  L E V E L S  
I N  T W O  I N B R E D  S T R A I N S  o r  R I C E  
2 6  
a  
A g e  
( m o . )  
N u 1 1 b e r  V i t a m i n  C  C m g / 1 0 0  g r a m s ) & S . E . M .  
o f  a i e e  s e r u m  L i v e r  s e t e e n  
1  
2  
4  
1 4  
2 1  
2 7  
1  
2  
8  
9  
1 3  
2 7  
2 9  
1  
2  
1 6  
2 0  
2 3  
2 8  
1  
2  
6  
8  
1 1  
6  
4  
5  
5  
4  
s  
4  
6  
3  
4  
4  
5  
7  
6  
8  
8  
9  
3  
6  
9  
5  
5  
2 .  7 8 . : . 0 . 0 6  
2 . 4 2 . ! , 0 . 0 4  
2 . 8 6 . : . 0 . 0 6  
2 . 8 3 . ! , 0 . 4 8  
2 . 0 9 . : . 0 . 0 9  
1 . 7 6 . ! , 0 . 1 8  
2 . 6 7 . : . 0 . 2 5  
2 . 3 0 . ! , 0 . 0 4  
1 . 9 5 , : 0 . 0 6  
1 . 8 3 . ! , 0 •  2 1  
n . d .  
1 . 7 6 _ : 0 . 1 8  
1 . 8 6 . ! , 0 •  3 3  
2 . 4 1 . ! . 0 . 0 6  
2 . 1 2 _ : 0 . 0 6  
2 . 0 1 , : 0 . 0 9  
2 . 0 8 . ! , 0 . 1 1  
1 . 3 9 _ : 0 . 0 6  
1 . 4 2 , ! 0 . 0 3  
3 .  2 5 . ! , 0 . 1 6  
1 . 9 0 _ : 0 . 1 0  
1 . 8 3 . ! , 0 . 2 0  
1 .  5 1 , : 0 . 0 6  
3 5 . 0 . : . 1 . 4 0  
3 1 . 8 . ! , 1 . 4 8  
2 0 .  7 . ! , 0 •  3 2  
1 7 . 8 . : . 0 . 3 7  
1 5 . 8 + 0 . 5 8  
- b  
n . d .  
3 5 .  7 . ! 1 . 2 2  
2 2 . 8 . ! , 1 . 9 8  
2 2 . 6 . ! , 0 . 4 4  
2 3 . 0 . : . 0 . 0 9  
2 3 . 8 . ! , 0 . 6 2  
2 2 . 8 . ! , 0 . 4 9  
1 8 . 6 . ! , 0 . 8 8  
3 5 . 5 . ! , 1 . 0 3  
2 7 . 1 . ! , 0 . 5 5  
2 7 . 2 . ! , 1 . 1 4  
1 9 . 6 _ : 0 . 8 3  
1 9 . 9 . ! , 0 . 9 9  
1 8 .  5 _ : 0 . 6 4  
2 7 . 4 . ! 1 . 3 3  
2 1 . 6 . ! ,  1 . 0 4  
2 2 . 0 . ! , 2 . 0 6  
1 5 . 3 , : 0 . 9 8  
2 8 . 8 . : . 1 . 2 1  
4 1 .  3 , ! 1 . 1 7  
3 8 . 1 . ! , 1 .  3 6  
4 1 . o . : . 3 . 2 0  
4 0 . 6 , ! 1 . 2 4  
4 9 . 5 . ! , 2 . 1 0  
2 7 . 4 . ! 1 . 1 4  
3 4 .  7 . ! 1 . 4 0  
3 4  . 6 . : . 1 . 4 6  
n . d .  
4 2  . o . ! o .  2 e  
4 4 . 4 . ! , 2 . 4 4  
4 7 . 6 . ! , 4 •  7 8  
3 1 .  7 . ! , 1 . 0 3  
3 2 . 4 ! , 1 . 1 3  
4 5 . 6 _ : 1 .  9 5  
4 3 . 5 . ! 2 . 2 0  
4 4 . 4 . ! , 0 . 9 8  
4 6 . 4 ! , 2 . 0 4  
2 9 .  3 . : . 0 . 9 3  
3 8 . 1 _ : 1 . 0 0  
3 9 . 6 _ : 1 . 4 5  
4 0 . 0 . ! , 1 . 2 2  
•  V a l u e s  e x p r e s s e d  • •  • 9  v i t a m i n  C  p e r  1 0 0  • l  • • r u m  a n d  m g  v i t a m i n  
C  p e r  1 0 0  g r a m s  w e t  w e i g h t  o f  l i v e r  a n d  s p l e e n .  
b  N o t  d e t e r m i n e d .  
1  
I  
I  
I  
2 7  
L i v e r  v i t a m i n  C  l e v e l s  w e r e  o b s e r v e d  t o  d e c r e a s e  
i n  b o t h  t h e  D B A / 2  a n d  B A L B / c  s t r a i n s  w i t h  a d v a n c i n g  
a g e .  D B A / 2  f e m a l e s  s h o w e d  a  5 5 %  r e d u c t i o n  i n  l i v e r  
v i t a m i n  C  o v e r  a  p e r i o d  o f  2 1  m o n t h s ,  w h i l e  D B A / 2  m a l e s  
e x h i b i t e d  a  4 8 %  r e d u c t i o n  i n  2 9  m o n t h s .  S i m i l a r  r e -
s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  B A L B / c  m i c e ,  i n  w h i c h  f e -
m a l e s  s h o w e d  a  4 8 %  r e d u c t i o n  a n d  m a l e s  a  4 4 %  r e -
d u c t i o n  o v e r  a  p e r i o d  o f  2 8  a n d  8  m o n t h s ,  r e s p e c t i v e l y .  
I n  b o t h  t h e  D B A / 2  a n d  B A L B / e  s t r a i n s ,  v e r y  h i g h  l i v e r  
v i t a m i n  C  l e v e l s  o f  t h e  o r d e r  o f  2 7 - 3 5  m g / 1 0 0  g r a m s  
w e t  w e i g h t  o f  t i s s u e  w e r e  o b s e r v e d  a t  1  m o n t h  o f  a g e ,  
s u g g e s t i n g  e x t e n s i v e  s y n t h e s i s  o f  a s c o r b i c  a c i d .  
I n  t h e  c a s e  o f  t h e  s p l e e n  t h e r e  w a s  m a r k e d  
a c c u m u l a t i o n  o f  v i t a m i n  C  w i t h  a g i n g  i n  t h e  D B A / 2  
a n d  B A L B / c  s t r a i n s ,  t h e  s t e e p e s t  r i s e  o c c u r r i n g  f r o m  
1  t o  2  m o n t h s  o f  a g e .  I n  t h e  D B A / 2  s t r a i n ,  f e m a l e s  
e x h i b i t e d  a  7 2 %  i n c r e a s e ,  a n d  m a l e s  a  7 4 %  i n c r e a s e ,  
d u r i n g  2 7  a n d  2 9  m o n t h s  o f  l i f e ,  r e s p e c t i v e l y .  I n  
t h e  B A L B / c  s t r a i n ,  f e m a l e s  s h o w e d  a  4 6 %  i n c r e a s e ,  
a n d  m a l e s  a  3 6 %  i n c r e a s e ,  d u r i n g  2 8  a n d  B  m o n t h s  o f  
l i f e ,  r e s p e c t i v e l y .  
R A T I O  O F  O X I D I Z E D J R E D U C E D  V I T A M I N  C  I N  V I T R O  
T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  a r e  s h o w n  i n  
F i g u r e  4 .  T h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  
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2 9 ·  
i n c r e a s e d  f r o m  a  v a l u e  o f  0 . 0 5  a t  1  m i n u t e  t o  0 . 5 6  
a t  1 8 0  m i n u t e s ,  a f t e r  w h i c h  t h e r e  w a s  n o  f u r t h e r  
i n c r e a s e .  T h e s e  d a t a  d e m o n s t r a t e  t h a t  a s c o r b i c  a c i d  
i s  o x i d i z e d  u n d e r  s i m u l a t e d  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i d t i o n s  
t o  a n . ! . ! !  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o  o f  1 : 2  ( o x i d i z e d :  
r e d u c e d ) .  T h i s  l ! !  v i t r o  r a t i o  w i l l  b e  u s e d  a s  a  m a r -
k e r  f o r  l ! !  , : ! . ! Y . 2  s t u d i e s ,  i n  w h i c h  t h e  r a t i o  i s  n o t e d  
t o  i n c r e a s e  d u r i n g  a g i n g  a n d  d u r i n g  c a r b o n  t e t r a -
c h l o r i d e - i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
E F F E C T  O F  A G E  O N  T H E  R A T I O  O F  O X I D I Z E D /  
R E D U C E D  V I T A M I N  C  I N  V I V O  
D B A / 2  m a l e s  
T h e  e f f e c t  o f  a g e  o n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  D B A / 2  m a l e s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  
I I .  I n  a l l  t i s s u e s  e x a m i n e d  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  
w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  r a t i o  w i t h  a d v a n c i n g  a g e  i n  
l i v e r ,  s p l e e n ,  l u n g ,  a n d  k i d n e y .  M a r k e d  i n c r e a s e s  
w e r e  o b s e r v e d  i n  k i d n e y  o x i d i z e d / r e d u c e d  r a t i o s ,  
w h i c h  r o s e  f r o m  a  2  m o n t h  v a l u e  o f  0 . 1 2  t o  a  1 7  
m o n t h  v a l u e  o f  0 . 4 2 ,  a n  i n c r e a s e  o f  3 . 5  f o l d .  I t  
i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  i n  t h e  l u n g ,  t h e  r a t i o  i n c r e a s e d  
t o  a  v a l u e  g r e a t e r  t h a n  t h e  . ! ! l  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o  
d e s c r i b e d  a b o v e ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  e x t e n t  o f  l i p i d  
p e r o x i d a t i o n  e x c e e d s  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  l u n g  t o  
A g e  
R o .  o f  
( m o . )  
m i c e  
2  
5  
1 7  
5  
T A B L E  I I  
E P P E C T  O P  A G E  O N  T H E  R A T I O  O P  O X I D I Z E D /  
R E D U C E D  V I T A M I N  C  I N  D B A / 2  M A L E S a  
3 0  
R a t i o  o f  O x i d i z e d / R e d u c f ' d  V i t a m i n  C . !  S . E . M .  
L i v e r  
~eteen 
C u n g  K l d n e z :  
0 . 1 0 , : 0 . 0 1  0 . 3 3 , ! 0 . 0 1  
0 . 4 9 , : 0 . 0 1  0 . 1 2 , ! 0 •  0 1  
p  ( 0 . 0 0 1  p  ( . 0 . 0 0 1  p  ( . 0 . 0 2 5  
p  < .  0 . 0 0 1  
0 . 1 9 , ! 0 . 0 1  0 . 4 9 , ! 0 . 0 1  0 . 6 5 , ! 0 . 0 4  0 . 4 2 , ! 0 . 0 2  
a  O B A / 2  m a l e s ,  n o t  g i v e n  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d ,  w e r e  m a i n t a i n e d  
a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .  T i s s u e s  w e r e  r e m o v e d  a n d  a s s a y e d  f o r  
t o t a l  a n d  o x i d i z e d  v i t a m i n  C  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .  
I  
I  
I  
I  
I  
r e d u c e  d e h y d r o a s c o r b i c  a c i d  t o  a s c o r b i c  a c i d .  
B A L B / c  f e m a l e s  
T h e  eff~et o f  a g e  o n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  B A L B / c  f e m a l e s  i s  s h o w n  i n  
T a b l e  I I I ,  f o r  m i c e  a g e d  1 ,  8 ,  a n d  1 5  m o n t h s .  I n  
t h e  l i v e r ,  a  s m a l l  b u t  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  w a s  o b -
s e r v e d  b e t w e e n  1  a n d  8  m o n t h s ,  a n d  a  m a r k e d  i n c r e a s e  
o b s e r v e d  b e t w e e n  8  a n d  1 5  m o n t h s .  A  f o u r - f o l d  i n -
c r e a s e  i n  t h e  l i v e r  r a t i o  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  1  a n d  
1 5  m o n t h s  o f  a g e .  I n  t h e  s p l e e n ,  a  s i g n i f i c a n t  i n -
c r e a s e  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  1  a n d  8  m o n t h s ,  a f t e r  
w h i c h  t h e r e  w a s  n o  f u r t h e r  r i s e .  T h e  l u n g  e x h i b i t e d  
a  t h r e e - f o l d  i n c r e a s e  b e t w e e n  1  a n d  1 5  m o n t h s ,  w i t h  
s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  a t  a l l  a g e  p e r i o d s  s t u d i e d .  
3 1  
T h e  8  a n d  1 5  m o n t h  r a t i o s  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  
C  i n  t h e  l u n g  e x c e e d e d  t h e  . ! . ! !  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o ,  
s u g g e s t i n g  e x t e n s i v e  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  . ! ! !  ~· 
V a l u e s  f o r  t h e  t h y m u s  d i d  n o t  c h a n g e  b e t w e e n  1  a n d  
8  m o n t h s ,  a n d  t h e  t h y m u s  t i s s u e  w a s  n o t  o b t a i n a b l e  
f r o m  1 5  m o n t h - o l d  m i c e  d u e  t o  t h y m i c  i n v o l u t i o n .  T h e  
k i d n e y  e x h i b i t e d  m a r k e d  i n c r e a s e s  a t  a l l  a g e  p e r i o d s  
e x a m i n e d ,  a n d  s h o w e d  a  s i x - f o l d  i n c r e a s e  b e t w e e n  1  
a n d  1 5  m o n t h s  o f  a g e .  
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I  
C O M P A R I S O N  O F  O X I D I Z E D / R E D U C E D  V I T A M I N  C  R A T I O S  I N  
4 - 5  W E E K  O L D  B A L B / c  A N D  N Z B  F E M A L E S  
T h e  r a t i o s  o f  o x i d i 2 e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  
t i s s u e s  f r o m  _ 4  w e e k  o l d  B A L B / c  f e m a l e s  a r e  c o m -
p a r e d  t o  t h e  r a t i o s  o b s e r v e d  i n  5  w e e k  o l d  N Z B  
f e m a l e s . i n  T a b l e  I V .  N Z B  f e m a l e s  e x h i b i t e d  a  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  r a t i o  i n  s p l e e n ,  l u n g ,  a n d  
3 3  
k i d n e y ,  a n d  a  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  r a t i o  i n  l i v e r ,  
w h e n  c o m p a r e d  t o  a g e - m a t c h e d  B A L B / c  f e m a l e s .  
E F F E C T  O F  V I T A M I N  C - T R E A T M E N T  O N  O X I D I Z E D / R E D U C E D  
R A T I O S  I N  1 5  M O N T H  O L D  B A L B / c  F E M A L E S  
T h e  e f f e c t  o f  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d  o n  
t i s s u e  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  r a t i o s  i n  1 5  m o n t h  
o l d  B A L B / c  f e m a l e s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  v .  V i t a m i n  C -
t r e a t e d  m i c e  w e r e  p l a c e d  o n  a  r e g i m e n  o f  2 5 0  m g %  L -
a s c o r b i c  a c i d  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r  a t  3  m o n t h s  o f  
a g e ,  w h i l e  c o n t r o l s  r e c i e v e d  t a p  w a t e r .  V i t a m i n  C -
t r e a t e d  m i c e  e x h i b i t e d  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  r a t i o s  
i n  s e r u m ,  k i d n e y ,  l i v e r ,  s p l e e n ,  a n d  l u n g ,  w h i l e  t h e  
r a t i o  i n  h e a r t  w a s  u n a f f e c t e d  b y  s u c h  t r e a t m e n t .  
T I M E  C O U R S E  O F  C C 1
4
- I N D U C E D  L I P I D  P E R O X I D A T I O N  
T h e  t i m e  c o u r s e  o f  c c 1
4
- i n d u c e d  l i p i d  p e r -
o x i d a t i o n  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  5  f o r  B A L B / c  x  D B A / 2  
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F
1  
m a l e s  i n j e c t e d  1 . p .  w i t h  a  l a r g e  d o s e  o f  c c 1
4  
C O . O S  m l / m o u s e ) . A  p r e s u m p t i v e  e s t i m a t e  o f  l i p i d  p e r o x -
i d a t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  v i t a m i n  C  rati~In b o t h  
t h e  l i v e r  a n d  t h e  k i d n e y ,  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  
t h e  r a t i o  w e r e  o b s e r v e d  a t  2 4  a n d  4 8  h o u r s  p o s t -
i n j e c t i o n ,  w i t h  t h e  p e a k  r a t i o  o b s e r v e d  a t  4 8  h o u r s  •  
B y  7 2  h o u r s  p o s t - i n j e c t i o n ,  t h e  r a t i o s  a p p e a r e d  t o  
f a l l  t o w a r d  b a s e l i n e  v a l u e s .  I n  t h e  s p l e e n ,  h o w e v e r ,  
n o  e f f e c t  o f  c c 1
4  
w a s  n o t e d ,  a s  t h e  r a t i o  r e m a i n e d  
c o n s t a n t  a t  a b o u t  0 . 4 4 .  T o t a l  v i t a m i n  C  l e v e l s ,  s p i e e n  
w e i g h t s ,  a n d  h e m a t o c r i t s  f o r  t h e s e  c c 1
4
- t r e a t e d  m i c e  
a r e  s h o w n  i n  T a b l e  V I .  L i v e r  v i t a m i n  C  v a l u e s ,  i n i -
t i a l l y  a t  1 7 . 1  m g % ,  f e l l  t o  8 . 8 2  a t  2 4  h o u r s ,  a n d  6 . 1 9  
a t  4 8  h o u r s ,  a n d  t h e n  i n c r e a s e d  t o  8 . 2 2  a t  7 2  h o u r s .  
L i v e r  v i t a m i n  C  l e v e l s  i n  c c 1
4
- t r e a t e d  m i c e  w e r e  s i g -
n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  c o n t r o l s  a t  a l l  t i m e s .  K i d n e y  
v a l u e s  s h o w e d  t h e  s a m e  t r e n d s ,  t h a t  i s , a  d r o p  i n  
v i t a m i n  C  l e v e l s  o c c u r r e d  a t  2 4  a n d  4 8  h o u r s  p o s t -
i n j e c t i o n ,  w i t h  a  r i s e  t o w a r d  b a s e l i n e  v a l u e s  a t  7 2  
h o u r s .  H o w e v e r ,  o n l y  t h e  4 8  h o u r  v a l u e  o b t a i n e d  
s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  i n  t h e  e a s e  o f  t h e  k i d n e y .  
S p l e e n  v i t a m i n  C  l e v e l s  w e r e  u n a f f e c t e d  b y  c c 1
4  
t r e a t m e n t .  H e m a t o c r i t s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d ,  
w h i l e  s p l e e n  w e i g h t s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d ,  
a t  a l l  t i m e s  f o l l o w i n g  c c 1
4  
a d m i n i s t r a t i o n .  
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T i m e  ( h o u r s )  
• • l i v e r  
• · k i d n e y  
• ·  s p l e e n  
7  
F i g u r e  5 .  T i m e  c o u r s e  o f  c c t
4
- i n d u c e d  a l t e r a t i o n  i n  t h e  
o x i d i z e d /  r e d u c e d  v i t a m i n  C  r a t i o  I n  B A L B I  c  x  D B A I  2  F
1  
m a l e  h y b r i d s .  
3 7  
l  
T A a t . E  V I  
E P ' F E C T  o r  C C l 4 - T R ! A T M E N T  O N  T O T A L  V I T A M I N  
C  L E V E L S ,  S P L E E N  W E I G H T S ,  A N D  H E M A T O C R I T S  
I N  7  T O  9  M O N T H  O L D  B A L B / c  x  D B A / 2  
M A L E  P '
1  
H Y B R I D S •  
T i m e  p o s t  
N o .  O f  H c t .  
S p l e e n  W t .  T o t a l  V i t a m i n  C  (mg~)~ S . E . M .  
i n 1 e c t i o n  m i c e  : , S . E . M .  
( g ) . ! . S . E . M .  L i v e r  K i d n e y  S p l e e n  
0  h o u i - s  
4  4 8 . 8  0 . 0 9 8 0  
1 7 .  1 . ! ,  1 • 0  
1 0 . 4 . ! , 0 . 5 2  
3 4  . 1 . ! , 0 . 4  3  
( c o n t r o l )  
. ! , 0 . 9 2  . ! , 0 . 0 1 0 0  
2 4  h o u r s  5  6 1 .  5  0 . 0 6 5 9  
8 . 8 2 . ! , 1 . 8 7  
9 . 6 3 . ! , 0 . B l  3 5 . 2 , ! 2 . 2 3  
. ! , 2  . 6 6  
. ! , 0 . 0 0 7 0  
4 8  h o u i - s  
4  
5 7 . 6  
0 . 0 5 5 7  
6 . 1 9 . ! , 0 . 3 8  
4 . 2 3 . ! , 0 . 4 5  3 6 . 0 . ! , l . 5 8  
. ! ,  l . 9 0  . ! , 0 . 0 1 7 0  
7 2  h o u r s  
4  
6 1 . 0  0 . 0 3 1 1  
8 . 2 2 . ! , 0 . 2 6  1 0 .  3 . ! , 0 . 6 4  3 3 . 7 . ! , l . 8 3  
. ! , 2 . 0 4  
. ! , 0 . 0 0 5 4  
S t a t i s t i c a l  E v a l u a t i o n  
2 4  h o u r s  
p ( 0 . 0 0 5  
p < O  . 0 2 5  
p ( 0 . 0 2 5  
p ' ) O .  5  p ) 0 . 5  
v s .  c o n t r o l s  
4 8  h o u r s  
p ( 0 . 0 0 5  
p < 0 . 0 2 5  
p ( 0 . 0 0 1  p ( 0 . 0 0 1  
p ' ) 0 . 4  
v s .  c o n t r o l s  
7 2  h o u r s  
J > < 0 . 0 0 5  
p < 0 . 0 0 5  
p ( 0 . 0 0 1  
p ) 0 . 5  
p ) 0 . 5  
v s .  c o n t r o l s  
a  B A L B / c  x  D B A / 2  r
1  
m a l e s  w e r e  m a i n t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t ,  w i t h o u t  
s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d .  T i s s u e s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  v i t a m i n  C  a s s a y e d  
a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .  
3 8  
E F F E C T  O F  S U P P L E M E N T A L  A S C O R B I C  A C I D  O N  C C 1
4
-
I N D U C E D  L I P I D  P E R O X I D A T I O N  I N  B A L B / c  x  
N Z B  F l  M A L E  H Y B R I D S  
3 9  
T h e  e f f e c t  o f  s u p p l e m e n t a l  a s c o r b i c  a c i d  ( 2 5 0  
m g %  i n  t h e  d r i n k i n g  w a t e r )  o n  c c 1
4
- i n d u c e d  l i p i d  p e r -
o x i d a t i o n  i n  B A L B I «  x  R Z B  F
1  
mal~s i s  s h o w n  i n  T a b l e  
V I I .  A s c o r b i c  a c i d  t r e a t m e n t  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c -
a n t l y  e l e v a t e d  l e v e l  o f  v i t a m i n  C  i n  t h e  l i v e r  a n d  
k i d n e y ,  b u t  n o t  i n  t h e  s p l e e n  o f  t h e s e  m i c e .  A s c o r b i c  
a c i d  t r e a t m e n t  w a s  o b s e r v e d  t o  d e c r e a s e  t h e  r a t i o  o f  
o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  l i v e r ,  k i d n e y ,  a n d  
s p l e e n ,  w i t h  a  5 0 %  r e d u c t i o n  i n  t h e  r a t i o s  o b s e r v e d .  
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C H A P T E R  V  
D I S C U S S I O N  
A G E - R E L A T E D  C H A N G E S  I N  T O T A L  V I T A M I N  C  L E V E L S  
A g i n g  i n  t h e  m o u s e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  
a s s o c i a t e d  w i t h  a  f a l l  i n  s e r u m  a n d  l i v e r  v i t a m i n  C  
l e v e l s .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  
o b t a i n e d  f r o m  h u m a n  a n d  g u i n e a  p i g  s t u d i e s .  I n  
h u m a n s ,  s i g n i f i c a n t  d e p r e s s i o n s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  
i n  p l a s m a ,  p l a t e l e t ,  l e u c o c y t e ,  a n d  b u f f y  c o a t  
v i t a m i n  C  l e v e l s  w i t h  a d v a n c i n g  a g e  ( 5 4 - 6 0 ) .  V e r y  
l i t t l e  i n f o r m a t i o n  e x i s t s  o n  v a r i a t i o n s  i n  t i s s u e  
v i t a m i n  C  l e v e l s  w i t h  a g e  i n  h u m a n s ,  h o w e v e r .  S c h a u s  
( 6 1 ) ,  i n  1 9 5 7 ,  r e p o r t e d  d e c r e a s e s  i n  a l l  t i s s u e s  w h i c h  
h e  e x a m i n e d ,  i n c l u d i n g  s o m e  7 0  s p e c i m e n s  o b t a i n e d  
a t  a u t o p s y .  A  d e p r e s s i o n  o f  4 9 % ,  7 7 % ,  3 3 % ,  a n d  6 0 %  
w a s  o b s e r v e d  f o r  p i t u i t a r y ,  c e r e b r a l  c o r t e x ,  m y o c a r -
d i u m ,  a n d  p e c t o r a l  m u s c l e ,  r e s p e c t i v e l y ,  b e t w e e n  1  
a n d  8 0  y e a r s  o f  a g e .  . - . .  H u g h e s  a n d  J o n e s  (  6  2 )  h a v e  i n -
v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t s  o f  a g e  o n  t i s s u e  v i t a m i n  C  
l e v e l s  i n  t h e  g u i n e a  p i g ,  a n d  h a v e  f o u n d  t h a t  o l d e r  
a n i m a l s  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a s c o r b i c  a c i d  i n  s p l e e n ,  a d r e n a l  g l a n d s ,  a n d  e y e  l e n s ,  
w i t h  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  a s c o r b i c  a c i d  o b s e r v e d  i n  
b r a i n .  
4 2  
T h e  d e c r e a s e  . i n  s e r u m  v i t a m i n  C  p a r a l l e l s  t h e  
d r o p  i n  l i v e r  v i t a m i n  c ,  a n d  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  
s e r u m  l e v e l s  m e r e l y  r e f l e c t  t h e  r a t e  o f  l i v e r  s y n t h s i s  
o f  a s c o r b i c  a c i d ,  s i n c e  t h e  s e r u m  i s  n o t  a  s t o r a g e  
o r g a n  f o r  v i t a m i n  c .  T h e  d r o p  i n  t h e  r a t e  o f  s y n -
t h e s i s  o f  a s c o r b i c  a c i d  ( a s  e v i d e n c e d  b y  a  d e c r e a s e  
i n  l i v e r  v i t a m i n  C  l e v e l s )  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  
i n  t h a t ,  i n  t h e  u n s u p p l e m e n t e d  m o u s e ,  t h e  l i v e r  i s  
t h e  o n l y  s o u r c e  o f  v i t a m i n  c .  - I t  i s  p o s s i b l e  t h a t ,  
w i t h  a d v a n c i n g  a g e ,  t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  g e n e s  c o d -
i n g  f o r  e n z y m e s  i n v o l v e d  w i t h  a s c o r b i c  a c i d  s y n t h e s i s  
d e c l i n e s .  N o  e v i d e n c e ,  h o w e v e r ,  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  
t o  s u p p o r t  t h i s  c o n t e n t i o n .  L i p i d  p e r o x i d e s  h a v e  
b e e n  s h o w n  t o  d e c r e a s e  t h e  r a t e  o f  a s c o r b i c  a c i d  
s y n t h e s i s  ( 6 3 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  l i p i d  
p e r o x i d a t i o n  w o u l d  s h u t  o f f  v i t a m i n  C  s y n t h e s i s .  
S i n c e  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i s  k n o w n  t o  i n c r e a s e  w i t h  
a d v a n c i n g  a g e  ( 1 9 , 2 0 ) ,  i t  i s  v e r y  l i k e l y  t h a t  t h e  
o b s e r v e d  d e c r e a s e  i n  l i v e r  v i t a m i n  C  l e v e l s  i s  s e -
c o n d a r y  t o  a n  i n c r e a s e . i n  l i v e r  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
A  v i c i o u s  c y c l e  c o u l d  t h e n  e n s u e ,  i n  w h i c h  l i p i d  
p e r o x i d a t i o n  c a u s e s  a  d e c r e a s e  i n  t h e  v i t a m i n  C  
b i o s y n t h e t i c  r a t e ,  w h i c h  r e d u c e s  t h e  a m o u n t  o f  
l /  
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a s c o r b i c  a c i d  a v a i l a b l e  f o r  q u e n c h i n g  f r e e  r a d i c a l  
r e a c t i o n s ,  w h i c h  w o u l d  l e a d  t o  e n h a n c e d  l i p i d  p e r -
o x i d a t i o n .  T h i s  c y c l e  o f  e v e n t s  m a y ,  i n  pa~t, a c c o u n t  
f o r  t h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  a g i n g  
p i g m e n t s  w i t h  a d v a n c i n g  a g e .  
I n  t h e  s p l e e n ,  t h e  m a r k e d  a c c u m u l a t i o n  o f  v i t a -
m i n  C  o b s e r v e d  i n  t h e s e  s t u d i e s  m a y  r e p r e s e n t  e i t h e r  
a  s t o r a g e  m e c h a n i s m  f o r  v i t a m i n  c ,  o r  m a y  r e p r e s e n t  
a n  i n c r e a s e d  r e q u i r e m e n t  o f  t h e  s p l e e n  f o r  v i t a m i n  C  
w i t h  a d v a n c i n g  a g e 4  T h e  s p l e e n  i s  a  h i g h l y  o x i d a t i v e  
o r g a n  d u e  t o  i t s  c o n t e n t  o f  p h a g o c y t e s ,  w h i c h  p r o d u c e  
s u p e r o x i d e  r a d i c a l  d u r i n g  i n t r a c e l l u l a r  k i l l i n g ,  a n d  
i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s t o r a g e  o f  v i t a m i n  C  o b s e r v e d  
i n  t h e  m o u s e  i s  i n  r e s p o n s e  t o  o x i d a t i v e  d a m a g e  m e d -
i a t e d  b y  n e u t r o p h i l s  a n d  m a c r o p h a g e s .  I n  e i t h e r  c a s e ,  
t h e  s p l e e n  a c c u m u l a t e s  v i t a m i n  C  i n  s p i t e  o f  a  d r o p  
i n  l i v e r  a n d  s e r u m  l e v e l s ,  . i n d i c a t i n g  t h a t  a n  a c t i v e  
t r a n s p o r t  s y s t e m  ( o r  f a c i l i t a t e d  t r a n s p o r t  s y s t e m ) ,  
~perating a g a i n s t  a  c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t ,  m u s t  b e  
f u n c t i o n i n g .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  n o t  i n  a c c o r d  w i t h  
t h o s e  ~ttained i n  t h e  g u i n e a  p i g  ( 6 2 ) ,  i n  w h i c h  a  
d e c r e a s e  i n  v i t a m i n  C  w a s ·  o b s e r v e d  w i t h  a g e .  T h e s e  
d i f f e r e n c e s  m a y  r e f l e c t  s p e c i e s  s p e c i f i c  v a r i a n c e s  
i n  v i t a m i n  C  seq~estered b y  t h e  s p l e e n ,  o r  
m a y  s i m p l y  r e f l e c t  v a r i a n c e s  i n  t h e  s e r u m  l e v e l s  
o f  v i t a m i n  c .  
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R E L I A B I L I T Y  O F  T H E  R A T I O  O F  O X I D I Z E D / R E D U C E D  
V I T A M I N  C  A S  A N  A S S A Y  F O R  L I P I D  P E R O X I D A T I O N  
T h e  c c 1
4  
e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  
t o  e v a l u a t e  t h e  r e l i a b i l i t y  o f  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  a s  a n  a s s a y  f o r  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
c c 1
4  
w a s  c h o s e n  b e c a u s e  i t  i s  t h e  m o s t  s t a n d a r d  e x -
p e r i m e n t a l  t e c h n i q u e  f o r  i n d u c i n g  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  
( 6 4 ) .  c c 1
4  
i s  m e t a b o l i z e d  e x c l u s i v e l y  i n  o r g a n s  
c o n t a i n i n g  t h e  m i c r o s o m a l  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  s y s t e m ,  
a n d  t h e  i n i t i a t i n g  e v e n t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t o  b e  t h e  
h o m o l y t i c  c l e a v a g e  o f  t h e  c c 1
3
- c 1  b o n d ,  c a u s i n g  a  
t r i c h l o r o m e t h y l  r a d i c a l  C c c 1
3
• )  t o  b e  f o r m e d  ( 6 5 ) .  
T h i s  c a u s e s  f r e e  r a d i c a l - m e d i a t e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  
i n  t h e  m i c r o s o m a l  l i p i d s  s u r r o u n d i n g  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0 ,  
w i t h  c h a i n  r e a c t i o n s  l e a d i n g  t o  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  
i n  m u c h  o f  t h e  l i v e r  c e l l  m e m b r a n e s .  L i p i d  p e r -
o x i d a t i o n  c a u s e d  b y  c c 1
4  
c a u s e s  a n  i n h i b i t i o n  i n  
t h e  s e c r e t i o n  o f  l i p o p r o t e i n s  a n d  t r i g l y c e r i d e s ,  
w h i c h  r e s u l t s  i n  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  f a t t y  l i v e r  
o f  c c 1
4
- t r e a t e d  a n i m a l s  ( 6 6 ) .  
L i p i d  p e r o x i d a t i o n  s h o u l d  r e s u l t  i n  a n  i n c r e a s e  
i n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  b y  t h e  
f o l l o w i n g  m e c h a n i s m :  
1  i p i d  p e r o x i d e s ' \ ( '  G S H  ' \  
l i p i d  a l c o h o l s . . . - ' ' + G S S G  _ , )  
? '  d e h y d r o a s c o r b a t e  
' - a s c o r b i c  a c i d  
1  
I  
I  
T h e  o b s e r v e d  i n c r e a s e  i n  l i v e r  a n d  k i d n e y  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  r a t i o s  ( F i g u r e  5 )  s u g g e s t s  t h i s  m e c h a n i s m ,  
a n d  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  r a t i o  m a y  b e  u s e f u l  
a s  a n  e s t i m a t i o n  o f  ' l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  ~· 
S i n c e  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i s  k n o w n  t o  i n c r e a s e  w i t h  
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a d v a n c i n g  a g e  ( 1 9 , 2 0 ) ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  r a t i o s  m a y  r e p r e s e n t  a  n o v e l  e s -
t i m a t i o n  o f  a g i n g .  
A t  n o  t i m e  w a s  t h e  s p l e e n  r a t i o  e f f e c t e d  b y  
c c 1
4  
t r e a t m e n t .  T h i s  i s  i n  a c c o r d  w i t h  p r e s e n t  
k n o w l e d g e  c o n c e r n i n g  t h e  m e t a b o l i s m  o f  c c 1
4  
i n  
t h a t  t h e  s p l e e n ,  l a c k i n g  a  c y t o c h r o m e  P - 4 5 0  s y s t e m ,  
i s  n o t  i n v o l v e d  i n  c c 1
4  
m e t a b o l i s m ,  a n d  t h e r e f o r e  n o  
c h a n g e  i n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  
o b s e r v e d .  T h i s  t i s s u e  s p e c i f i c i t y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  
t h e  c c 1
4
- i n d u c e d  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t i o  i n  l i v e r  a n d  
k i d n e y  i s  n o t  a  r e s u l t  o f  n o n - s p e c i f i c  t o x i c i t y ,  b u t  
p o s s i b l y  o f  t i s s u e  s p e c i f i c  f r e e  r a d i c a l - i n d u c e d  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
I t  i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  d u r i n g  c c 1
4  
t r e a t m e n t ,  
t h e  k i d n e y  e v i d e n c e d  a  d r a m a t i c  i n c r e a s e  i n  t h e  
o x i d i z e d / r e d u c e d  r a t i o  a t  2 4  h o u r s  p o s t - i n j e c t i o n ,  
d e s p i t e  n o  c h a n g e  i n ·  . t h e  t o t a l  v i t a m i n  C  c o n c e n t r a t i o n  
a t  t h a t  t i m e  ( T a b l e  V I ) .  T h i s  f i n d i n g  i n d i c a t e s  t h a t  
t h e  c h a n g e  i n  t h e  r a t i o  i s  d u e  t o  a  d r o p  i n  t h e  l e v e l  
o f  r e d u c e d  v i t a m i n  c ,  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  r e d u c e d  
v i t a m i n  C  i s  e i t h e r  b e i n g  u t i l i z e d  i n  o r d e r  t o  
q u e n c h  f r e e  r a d i c a l s  . .  p r o d u c e d  b y  c c 1
4
,  o r  i s  b e i n g  
u t i l i z e d  t o  r e d u c e  G S S G  ( o x i d i z e d  g l u t a t h i o n e ) ,  i n  
o r d e r  t o  a c c e l e r a t e  t h e  g l u t a t h i o n e  p e r o x i d a s e -
m e d i a t e d  l i p i d  p e r o x i d e  q u e n c h i n g  a c t i v i t y .  I n  
e i t h e r  c a s e ,  r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  b e i n g  c o n s u m e d  
a s  a  d e f e n s e  a g a i n s t  c c 1
4
- i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a -
t i o n .  
4 6  
T o t a l  v i t a m i n  C  d e c r e a s e s  i n  l i v e r  a n d  k i d n e y  
( a t  4 8  h o u r s )  s u g g e s t i n g  m e t a b o l i s m  o f  v i t a m i n  C  
b e y o n d  t h e  2 , 3 - d i k e t o g u l o n i c  a c i d  s t a g e .  T h e  l a c k  
o f  e f f e c t  0 £  c c 1
4  
o n  s p l e e n  t o t a l  v i t a m i n  C  i s  
f u r t h e r  p r o o f  o f  t i s s u e  s p e c i f i c i t y .  O f  i n t e r e s t  
i s  t h e  f i n d i n g  t h a t ,  i n  s p i t e  o f  a  m a r k e d  d r o p  i n  
s p l e e n  w e i g h t s  ( T a b l e  V I } ,  s p l e e n  v i t a m i n  C  c o n -
c e n t r a t i o n s  r e m a i n e d  c o n s t a n t .  P r e v i o u s l y ,  a n  
i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s p l e e n  w e i g h t  a n d  
s p l e e n  v i t a m i n  C  w a s  f o u n d  ( 6 7 ) ,  a n d  i t  w a s  e x -
p e c t e d  t h a t ,  a s  t h e  s p l e e n  w e i g h t s  d e c r e a s e d  f o l -
l o w i n g  c c 1
4
,  t h e  s p l e e n  v i t a m i n  C  w o u l d  i n c r e a s e .  
T h e  f i n d i n g  t h a t  spl~en v i t a m i n  C  r e m a i n e d  c o n s t a n t  
i n d i c a t e s  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  a m o u n t  o f  v i t a m i n  C  
p e r  s p l e e n ,  a n d  t h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s p l e e n  m a y  
b e  p l a y i n g  t h e  r o l e  o f  a  s t o r a g e  o r g a n ,  c a p a b l e  o f  
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d o n a t i n g  i t s  v i t a m i n  C  t o  o t h e r  o r g a n s  w h e n  t h e  n e e d  
a r i s e s .  
T h e s e  r e s u l t s ,  t a k e n  t o g e t h e r ,  i n d i c a t e  t h a t  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  a  s e n s i t i v e  
i n d i c a t o r  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  . ! . ! : !  ~' a n d  m a y  
t h e r e f o r e  b e  a p p l i e d  t o  o t h e r  s i t u a t i o n s  i n v o l v i n g  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  T h i s  n o v e l  e s t i m a t i o n  o f  l i p i d  
p e r o x i d a t i o n  ~as t e c h n i c a l  a d v a n t a g e s  o v e r  e x i s t i n g  
m e t h o d s ,  w h i c h  i n v o l v e  l a b o r i o u s  h i s t o l o g i c a l  e x -
a m i n a t i o n s ,  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  o r  e x t r a c t i o n  o f  
t i s s u e s  w i t h  t o x i c  o r g a n i c  s o l v e n t s  ( 6 8 ) .  T h e  r a t i o  
o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  a  s e n s i t i v e  a s s a y  
( n o t e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  . .  m e a n  i n  T a b l e s  I I ,  I I I ,  
I V , V ,  a n d  V I I ) ,  i s  r e l i a b l e  f r o m  d a y  t o  d a y ,  d o e s  
n o t  r e q u i r e  u s e  o f  o r g a n i c  s o l v e n t s ,  a n d  i s  r e l a t i v e -
l y  e a s y  t o  p e r f o r m •  T h i s  r a t i o  h a s  a d v a n t a g e s  o v e r  
e x i s t i n g  m e t h o d s  i n  t h a t  i t  t h e o r e t i c a l l y  m e a s u r e s  
b o t h  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  a s  ~ell a s  c y t o s o l i c  f r e e  
r a d i c a l  d a m a g e ,  w h e r e a s  l i p o f u s c i n ,  e t h a n e ,  p e n t a n e ,  
o r  m a l o n d i a l d e h y d e  m e a s u r e  o n l y  l i p i d  p e r o x i d a t i o n ,  
a n d  a s  h a s  b e e n  m e n t i o n e d ,  f r e e  r a d i c a l s  a r e  p r o d u c e d  
i n  t h e  c y t o s o l  b y  n u m e r o u s  e n z y m e s ,  d r u g  a u t o -
o x i d a t i o n s ,  a n d  x - i r r a d i a t i o n .  F u r t h e r ,  t h e  f o r -
m a t i o n  o f  a g i n g  p i g m e n t s  r e f l e c t s  o n l y  o x i d a t i v e  
d a m a g e  b e c a u s e  o f  a  l a c k  o f  d e g r a d a t i o n  o f  t h e s e  
l  
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p i g m e n t s  l E ,  ~' w h e r e a s  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  r e f l e c t s  b o t h  o x i d a t i v e  d a m a g e  a s  
w e l l  a s  r e d u c t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l .  T h e  s i g n i f  i -
c a n c e  o f  t h i s  l i e s  i n  t h e  f a c t  t h a t  l i p o f u s c i n  a c -
c u m u l a t i o n  i s  a  u n i d i r e c t i o n a l  p r o c e s s ,  w h i l e  t h e  
r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  a  s t e a d y -
s t a t e  c o n d i t i o n ,  w h i c h  i s  m o r e  l i k e l y  t o  r e f l e c t  
t h e  c u r r e n t  e x t e n t  o f  o x i d a t i v e  d a m a g e  a n d  r e p a i r  
i n  t h e  c e l l .  
A P P L I C A T I O N  O F  T H E  R A T I O  O F  O X I D I Z E D / R E D U C E D  
V I T A M I N  C  T O  I N  V I V O  A G I N G  
A s s u m i n g  t h a t  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d  t o  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  r e f l e c t s  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  a  
m o d e l  s y s t e m ,  i t  w a s  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  t h e  
e f f e c t  o f  a g e  o n  l . ! l  ~ r a t i o s .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  
w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t w o  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  m i c e ,  
i n  o r d e r  t o  b e  c e r t a i n  t h a t  t h e  r e s u l t s  w e r e  n o t  
m e r e l y  a  s t r a i n  a n o m a l y .  T h e  r e s u l t s  ( T a b l e  I I ,  
T a b l e  I I I )  i n d i c a t e  a n  a g e - a s s o c i a t e d  i n c r e a s e  i n  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  a l l  t i s -
s u e s  e x a m i n e d ,  e x c e p t  i n  t h e  t h y m u s ,  a n d  e x c e p t  i n  
t h e  s p l e e n  o f  B A L B / c  f e m a l e s  b e t w e e n  8  a n d  1 5  m o n t h s  
o f  a g e .  T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t i o  w a s  o f t e n  d r a m a t i c :  
t h e  l i v e r  r a t i o  r o l e  4  f o l d ,  a n d  t h e  k i d n e y  r a t i o  6  
l  
4 9  
f o l d ,  i n  B A L B / c  f e m a l e s  b e t w e e n  1  a n d  1 5  m o n t h s  o f  
a g e .  
I t  i s  o f  i n t e r e s t  t h a t  o r g a n s  e x p o s e d  t o  t h e  
m o s t  o x i d a t i v e  d a m a g e  y i e l d e d  t h e  h i g h e s t  r a t i o s .  
T h u s  t h e  l u n g ,  e x p o s e d  t o  c h r o n i c  h i g h  o x y g e n  t e n -
s i o n s ,  s h o w e d  t h e  h i g h e s t  r a t i o s  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  
~ 
v i t a m i n  C  i n  a l l  t i s s u e s  e x a m i n e d , w i t h  t h e  e x c e p t i o n  
o f  s e r u m .  L u n g  r a t i o s  f r e q u e n t l y  e x c e e d e d  t h e  i n  
v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o  o f  0 . 5 5 ,  s u g g e s t i n g  t h a t  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n  w a s  p r o c e e d i n g  t o  a  g r e a t e r  e x -
t e n t  t h a n  t h e  r e d u c t i v e  c a p a c i t y  o f  t h e  l u n g .  F o r  
e x a m p l e ,  a  r a t i o  o f  0 . 9 6  w a s  o b s e r v e d  f o r  l u n g  t i s -
s u e  f r o m  1 5  m o n t h  o l d  B A L B / c  f e m a l e s ,  w h i c h  i s  w e l l  
a b o v e  t h e  l D .  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o .  
S e r u m  o x i d i z e d / r e d u c e d  r a t i o s  w e r e  t h e  h i g h e s t  
o b s e r v e d  f o r  a n y  t i s s u e  ( T a b l e  S ) ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  
v i t a m i n  C  t r a n s p o r t e d  i n  t h e  s e r u m  i s  a p p r o x i m a t e l y  
5 0 %  i n  t h e  o x i d i z e d  f o r m .  T h u s ,  t i s s u e s  a r e  e x p o s e d  
t o  a  l a r g e  a m o u n t  o f  o x i d i z e d  v i t a m i n  c ,  w h i c h  i s  
t h e  f o r m  o f  v i t a m i n  C  a b s o r b e d  p r e f e r e n t i a l l y  b y  
s u c h  c e l l s  a s  l e u c o c y t e s  a n d  e r y t h r o c y t e s  ( 6 9 ) .  
T h e  h i g h  s e r u m  r a t i o s  d o  n o t  r e f l e c t  f r e e  r a d i c a l  
a c t i v i t y ,  b u t  r a t h e r  a  l a c k  o f  r e d u c t i v e  c a p a c i t y  
o f  t h i s  t i s s u e .  
A n  o r g a n  e x h i b i t i n g  h i g h  o x i d i z e d / r e d u c e d  
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r a t i o s  i s  t h e  s p l e e n ,  w h i c h  i s  e x p o s e d  t o  o x i d a t i v e  
d a m a g e  d u e  t o  s u p e r o x i d e  r a d i c a l  p r o d u c t i o n  d u r i n g  
i n t r a c e l l u l a r  k i l l i n g  i n  m a c r o p h a g e s  a n d  g r a n u l o -
c y t e s .  S p l e e n  v a l u e s  w e r e  g e n e r a l l y  h i g h e r  t h a n  
t h o s e  o b s e r v e d  i n  l i v e r ,  k i d n e y ,  o r  t h y m u s ,  b u t  d i d  
n o t  e x c e e d  t h e  . ! . ! : ! .  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o  o f  0 . 5 5 .  
T h e  l a c k  o f  i n c r e a s e  i n  t h e  s p l e e n  r a t i o  o f  B A L B / c  
f e m a l e s  b e t w e e n  8  a n d  1 5  m o n t h s  i s  v e r y  i m p o r t a n t ,  
b e c a u s e  d u r i n g  t~is p e r i o d  t h e  s p l e e n  a c c u m u l a t e s  
v i t a m i n  C  d r a m a t i c a l l y  ( T a b l e  I ) .  I t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e  i n c r e a s e d  v i t a m i n  C  c o n t e n t  o f  t h e  s p l e e n  
a t  t h i s  a g e  p e r i o d  p r o v i d e s  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  f r e e  
r a d i c a l - i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
K i d n e y  a n d  l i v e r  o x i d i z e d / r e d u c e d  r a t i o s ,  i n i -
t i a l l y  l o w  a t  1  t o  2  m o n t h s  o f  a g e ,  i n c r e a s e d  d r a -
m a t i c a l l y  w i t h  a d v a n c i n g  a g e ,  p a r t i c u l a r l y  w i t h  r e -
g a r d  t o  t h e  k i d n e y .  H o w e v e r ,  r a t i o s  d i d  n o t  e x c e e d  
t h e  l ! ! ,  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o  o f  0 . 5 5 ,  s u g g e s t i n g  
t h a t  c e l l u l a r  r e d u c t i v e  c a p a c i t y  w a s  a t  l e a s t  e q u i -
v a l e n t  t o  c e l l u l a r  o x i d a t i v e  d a m a g e .  
O f  i n t e r e s t  i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  r a t i o s  o f  
o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  h e a r t  t i s s u e  ( T a b l e  V )  
w e r e  g r e a t e r  t h a n  t h e  . ! ! !  v i t r o  e q u i l i b r i u m  r a t i o ,  
s u g g e s t i n g  e x t e n s i v e  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  t h a t  .  
o r g a n .  T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  p r e s e n t  k n o w l e d g e  
l  
o n  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  c a r d i a c  m u s c l e ,  i n  t h a t  
h e a r t  c o n t a i n s  t h e  h i g h e s t  n u m b e r  o f  m i t o c h o n d r i a  
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p e r  c e l l  o f  a n y  o r g a n ,  a n d  a c c u m u l a t e s  a g i n g  p i g m e n t s  
t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  a n y  o t h e r  o r g a n  e x c e p t  b r a i n  
a n d  t e s t e s  ( 6 8 ) .  
T h y m u s  i s  t h e  o n l y  o r g a n  w h i c h  d i d  n o t  s h o w  
a g e - a s s o c i a t e d  c h a n g e s  i n  t h e  o x i d i z e d / r e d u c e d  r a t i o .  
T h i s  i s  l i k e l y  d u e  t o  t h e  l o w  l e v e l  o f  o x i d a t i v e  
p r o c e s s e s  w h i c h  o c c u r  i n  t h e  t h y m u s .  T - l y m p h o -
c y t e s  d o  n o t  p r o d u c e  m u c h  s u p e r o x i d e  r a d i c a l ,  a n d  
t h e r e  a r e  n o  p h a g o c y t e s  l o c a t e d  i n  t h e  t h y m u s .  T h u s ,  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  m a y  b e  a n  
i n d i c a t o r  o f  c e l l u l a r  a g i n g  o n l y  i n  t h o s e  t i s s u e s  
w h i c h  e x h i b i t  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m ,  o r  a r e  e x p o s e d  
t o  o x y g e n  o r  t o  s u p e r o x i d e  r a d i c a l .  
F i n a l l y ,  t h e  r a t i o s  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  
C  i n  t h e  l u n g  a r e  h i g h e r  t h a n  p u b l i s h e d  v a l u e s  f o r  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  g l u t a t h i o n e  i n  t h e  
l u n g  o f  t h e  r a t  ( 7 0 ) ,  w h i c h  w a s  o b s e r v e d  t o  b e  0 . 0 6 .  
T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a s c o r b i c  a c i d - d e h y d r o -
a s c o r b i c  a c i d  s y s t e m  i s  a  b a c k u p  r e d o x  s y s t e m  f o r  a  
m o r e  i m p o r t a n t  functio~ n a m e l y  t h e  G S S G / G S H  rati~ w h t : h  
r e g u l a t e s  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s ,  g e n e t i c  t r a n s c r i p t i o n ,  
a n d  t h e  e n z y m e  g l u t a t h i o n e  p e r o x i d a s e .  I t  w o u l d  b e  
o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  a g e - r e l a t e d  a l t e r a t i o n s  i n  
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t h e  r a t i o  o f  G S H / G S S G  i n  a n i m a l  t i s s u e s  i n  o r d e r  t o  
d e t e r m i n e  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  G S H / G S S G  s y s -
t e m  a n d  t h e  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  r a t i o .  
F u r t h e r  w o r k  s h o u l d  e x t e n d  t h e s e  s t u d i e s  o n  
t h e  e f f e c t  o f  a g e  o n  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  
v i t a m i n  C  t o  o t h e r  species~ i n c l u d i n g  h u m a n s .  I t  
i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  t h e  f u t u r e ,  a n  a s s a y  f o r  a g i n g  
b a s e d  o n  t h i s  r a t i o  m a y  b e  r o u t i n e l y  a p p l i e d  t o  
h u m a n  c e l l s ,  s u c h  a s  l e u c o c y t e s ,  w h i c h  a r e  
r e a d i l y  a v a i l a b l e  a n d  w h i c h  s t o r e  v i t a m i n  C  t o  
a  m u c h  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  d o e s  s e r u m .  
T H E  N Z B  M O U S E  A S  A  M O D E L  F O R  R A P I D  A G I N G  
A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r a t i o s  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  
v i t a m i n  C  b e t w e e n  N Z B  a n d  B A L B / c  f e m a l e  m i c e  ( T a b l e  
I V )  d e m o n s t r a t e s  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  i n  t h e  r a t i o  
i n  t h e  s p l e e n ,  l u n g ,  a n d  k i d n e y  o f  N Z B  f e m a l e s .  I n  
t h e  l i v e r ,  h o w e v e r ,  N Z B ' s  e x h i b i t e d  a  s i g n i f i c a n t l y  
l o w e r  r a t i o  t h a n  t h e i r  B A L B / c  c o u n t e r p a r t s .  T h e s e  
r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  i s  o c c u r r i n g  
a t  a n  e l e v a t e d  r a t e  i n  N Z B  t i s s u e s  ( e x c e p t  f o r  l i v e r ) ,  
w h i c h  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  i n  t h a t  t h e  N Z B  
m o u s e  i s  a  m o d e l  f o r  r a p i d  a g i n g  a n d  a u t o i m m u n e  d i s -
e a s e .  T h e  m e a n .  l i f e s p a n  o f  N Z B  m i c e  i n  o u r  l a b o r a t o r y  
i s  a b o u t  1 4  m o n t h s ,  w h i c h  i s  h a l f  t h a t  f o r  m i c e  o f  
t h e  B A L B / c  s t r a i n ,  a n d  i t  i s  c o n c e i v a b l e  t h a t  t h e  
a c c e l e r a t e d  a g i n g  i n  t h e  N Z B  m o u s e  i s  c a u s e d  b y  a n  
e l e v a t e d  r a t e  o f  o x i d a t i v e  d a m a g e .  I n  t h i s  r e g a r d ,  
w e  h a v e  p r e v i o u s l y  s h o w n  t h a t  N Z B  m i c e  b e t w e e n  1 6  
a n d  2 0  m o n t h s  o f  a g e . h a v e  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  v i t -
a m i n  C  l e v e l s  i n  s p l e e n ,  l i v e r ,  a n d  s e r u m  c o m p a r e d  
t o  e i t h e r  B A L B / c  o r  D B A / 2  m i c e  ( 6 7 ) .  F u r t h e r ,  
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N Z B  m i c e  d o  n o t  a c c u m u l a t e  v i t a m i n  C  i n  t h e i r  s p l e e n s  
w i t h  a d v a n c i n g  a g e  ( 6 7 ) ,  a s  w a s  d e m o n s t r a t e d  f o r  
B A L B / c  a n d  D B A / 2  m i c e  ( T a b l e  I ) .  T h e s e  d a t a ,  
t a k e n  t o g e t h e r ,  i n d i c a t e  t h a t  l o w e r e d  v i t a m i n  C  
l e v e l s  i n  t h e  N Z B  m a y  b e ,  i n  p a r t ,  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h e  a c c e l e r a t e d  a g i n g  p h e n o m e n o n ,  a n d  t h a t  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  a p p e a r s  
t o  r e f l e c t  t h i s  r a p i d  a g i n g .  T h e  d e c r e a s e  i n  l i v e r  
o x i d i z e d / r e d u c e d  r a t i o s ,  w h i c h  w o u l d  s u g g e s t  a  l o w e r  
r a t e  o f  l i p i d  p e r o x i d a t i o n ,  i s  n o t  i n  a c c o r d  w i t h  
d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  o t h e r  o r g a n s .  T h e  r e a s o n  
f o r  t h i s  d i s c r e p a n c y  i s  c u r r e n t l y  u n k n o w n .  
E F F E C T  O F  A S C O R B I C  A C I D - T R E A T M E N T  O N  L I P I D  
P E R O X I D A T I O N  D U R I N G  A G I N G  A N D  D U R I N G  
C C 1
4  
A D M I N I S T R A T I O N  
A s s u m i n g  t h a t  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d  t o  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  a  r e l i a b l e  i n d i c a t o r  o f  l i p i d  
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p e r o x i d a t i o n  ( a n d  t h e r e f o r e  a g i n g ) ,  i t  w a s  o f  i n t e r e s t  
t o  e x a m i n e  t h e  p o s s i b l e  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  a s c o r b i c  
a c i d  a g A i n s t  a g e - a~d C C 1
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- i n d u c e d  i n c r e a s e s  i n  t h i s  
p a r a m e t e r .  W i t h  r e g a r d  t o  a g i n g ,  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  
d e s i g n e d  i n  o r d e r  t o  e v a l u a t e  t h e  e f f e c t  o f  l o n g -
t e r m  a s c o r b i c  a c i d  t r e a t m e n t  ( 1 3  m o n t h s  o u t  o f  1 5  
m o n t h s  o f  l i f e )  o n  . ! ! !  v i v o  l i p i d  p e r o x i d a t i o n .  
T h e s e  r e s u l t s  ( T a b l e  V )  i n d i c a t e  t h a t  a s c o r b i c  a c i d  
t r e a t m e n t  r e d u c e d  t h e  e x t e n t  o f  o x i d a t i v e  d a m a g e  i n  
a l l  o r g a n s  e x a m i n e d  e x c e p t  t h e  h e a r t .  T h e s e  d a t a  
s u g g e s t  t h a t  t h e  a g i n g  p r o c e s s  m a y  b e  r e t a r d e d  b y  
d i e t a r y  a n t i o x i d a n t  t r e a t m e n t ,  a s  h a s  b e e n  a m p l y  
d e m o n s t r a t e d  f o r  v i t a m i n  E  a n d  s e l e n i u m ,  a s  w e l l  
a s  v a r i o u s  s y n t h e t i c  a n t i o x i d a n t s ,  i n c l u d i n g  b u t y l -
a t e d  h y d r o x y t o l u e n e  a n d  2 - m e r c a p t o e t h y l a m i n e  ( s e e  
C h a p t e r  I I ) .  T h e  l a c k  o f  e f f e c t  o f  a s c o r b i c  a c i d  
t r e a t m e n t  o n  r a t i o s  i n  h e a r t  m a y  b e  d u e  t o  t h e  l o w  
s t o r a g e  c a p a c i t y  o f  t h e  h e a r t  f o r  v i t a m i n  c .  
Z a n n o n i  ( 7 1 )  h a s  f o u n d  t h a t  h e a r t  c o n t a i n s  t h e  
l o w e s t  a m o u n t  o f  v i t a m i n  C  o f  a n y  o f  t h e  1 0  o r g a n s  
s t u d i e d ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  p l a s m a .  S p l e e n ,  f o r  
e x a m p l e ,  c o n t a i n s  9  t i m e s  t h e  a m o u n t  o f  v i t a m i n  C  
f o u n d  i n  h e a r t  ( 7 1 ) .  S i n c e  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  h a s  
b e e n  i m p l i c a t e d  a s  a  r i s k  f a c t o r  i n  c o r o n a r y  h e a r t  
1  
d i s e a s e  ( 7 2 ) ,  t h e  v a l u e  o f  d i e t a r y  a s c o r b i c  a c i d  
s u p p l e m e n t s  i n  t h e  m a n a g e m e n t  o f  t h i s  c o n d i t i o n  
a p p e a r s  d u b i o u s .  
O n e  p o t e n t i a l  c r i t i c i s m  o f  t h i s  p r o t o c o l  i s  
t h a t  d i e t a r y  a s c o r b i c  a c i d  m a y  a r t i f i c i a l l y  e f f e c t  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  c .  I n  d e p t h  
e x a m i n a t i o n ,  h o w e v e r ,  r e v e a l s  t h a t  t h i s  c r i t i c i s m  
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i s  n o t  o f  s i g n i f i c a n c e .  I n  t h e  s e r u m ,  w h i c h  s u p -
p l i e s  t h e  o r g a n s  w i t h  v i t a m i n  C ,  a  s i g n i f i c a n t  
f r a c t i o n  o f  t h e  v i t a m i n  C  i s  i n  t h e  o x i d i z e d  f o r m ,  
a n d  i n  f a c t ,  i n  t h e  s e r u m  o f  a n i m a l s  n o t  s u p p l e -
m e n t e d  w i t h  a s c o r b i c  a c i d ,  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d /  
r e d u c e d  v i t a m i n  C  i s  a b o u t  1 : 1 .  E v e n  d u r i n g  a s c -
o r b i c  a c i d  s u p p l e m e n t a t i o n ,  t h e  r a t i o  i s  s t i l l  h i g h ,  
a b o u t  1 : 2 ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t i s s u e s  a r e  r e c e i v i n g  a  
r e l a t i v e l y  l a r g e  a m o u n t  o f  o x i d i z e d  v i t a m i n  c .  
F u r t h e r ,  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  o x i d i z e d  
v d t a m i n  C  i s  p r e f e r e n t i a l l y  t a k e n  u p  b y  s u c h  c e l l s  
a s  l y m p h o c y t e s ,  g r a n u l o c y t e s ,  a n d  e r y t h r o c y t e s  ( 6 9 ,  
7 3 ) ,  r a t h e r  t h a n  t h e  r e d u c e d  f o r m .  I n s i d e  t h e s e  
c e l l  t y p e s ,  t h e  a m o u n t  o f  r e d u c e d  v i t a m i n  C  d e p e n d s  
o n  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e n z y m e  d e h y d r o a s c o r b a t e  r e d -
u c t a s e  ( 7 3 ) .  I t  i s  o f  i n t e r e s t  tha~ t h e  a b i l i t y  o f  
g r a n u l o c y t e s  t o  w i t h s t a n d  i o n i z i n g  r a d i a t i o n  h a s  b e e n  
a t t r i b u t e d  t o  t h e i r  h i g h  l e v e l s  o f  d e h y d r o a s c o r b a t e  
l  
u p t a k e  a n d  r e d u c t i o n  { 7 3 ) ,  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h e  
r a d i o s e n s i t i v e  l y m p h o c y t e .  A l s o  o f  i n t e r e s t  i s  
t h e  f a c t  t h a t ,  d e s p i t e  o u r  p r e c a u t i o n s  w i t h  t h e  
p r e p a r a t i o n  a n d  s t o r a g e  o f  v i t a m i n  C - c o n t a i n i n g  
w a t e r ,  a  c o n s i d e r a b l e  p r o p o r t i o n  { a b o u t  3 0 % )  o f  
t h e  a s c o r b i c  a c i d  i s  o x i d i z e d  b e f o r e  i t  i s  c o n -
s u m e d  b y  t h e  m i c e .  I t  i s  u n l i k e l y ,  t h e r e f o r e ,  
t h a t  t h e  a s c o r b i c  a c i d  t r e a t m e n t  s h o u l d  a r t i -
f a c t u a l l y  l o w e r  t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  
v i t a m i n  c .  H o w e v e r ,  a s  a n  a d d e d  p r e c a u t i o n ,  e x -
p e r i m e n t s  a r e  n o w  i n  p r o g r e s s  t o  d e t e r m i n e  t h e  
e f f e c t  o f  s e l e n i u m  a n d  v i t a m i n  E  s u p p l e m e n t s  o n  
t h e  r a t i o  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  i n  v i v o ,  
s i n c e  a n y  d e c r e a s e  i n  t h e  r a t i o  d u e  t o  s e l e n i u m  
o r  v i t a m i n  E  t r e a t m e n t  i s  d e f i n i t e l y  a  r e s u l t  o f  
a  d e c r e a s e  i n  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  { b o t h  s e l e n i u m  a n d  
v i t a m i n  E  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  t o  r e d u c e  l i p i d  p e r -
o x i d a t i o n  i n  n u m e r o u s  a n i m a l  s t u d i e s ) .  
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T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  a g i n g  s t u d y ,  i f  t h e y  a r e  
c o n f i r m e d ,  p r e s e n t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  r e d u c t i o n  i n  
t h e  r a t e  o f  a g i n g  b y  d i e t a r y  antioxi~ants, w h i c h  h a s  
t r e m e n d o u s  i m p l i c a t i o n s  f o r  h u m a n  n u t r i t i o n .  T h e  
u l t i m a t e  p r o o f  w o u l d  r e s i d e  i n  s t u d i e s  o n  t h e  e f f e c t  
o f  v i t a m i n  C  o n  l o n g e v i t y .  T h e s e  s t u d i e s  a r e  s i m i l a r  
i n  n a t u r e  t o  t h o s e  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  I I ,  i n  w h i c h  
a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  m e a n  l i f e  s p a n  w a s  o b s e r v e d  f o r  
m i c e  f e d  s y n t h e t i c  a n t i o x i d a n t s .  
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W i t h  r e g a r d  t o  c c 1
4  
i n t o x i c a t i o n ,  a d m i n i s t r a t i o n  
o f  a s c o r b i c  a c i d  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i v e  
e f f e c t  a g a i n s t  c c 1
4
- i n d u c e d  l i p i d  p e r o x i d a t i o n  ( T a b l e  
V I I ) .  A s c o r b i c  a c i d  t r e a t m e n t  r e d u c e d  t h e  e x t e n t  o f  
l i p i d  p e r o x i d a t i o n  b y  a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  i n  b o t h  l i v e r  
a n d  k i d n e y .  T h e  s p l e e n  r a t i o  w a s  a l s o  r e d u c e d  d r a -
m a t i c a l l y  b y  a s c o r b i c  a c i d  t r e a t m e n t ,  b u t  s i n c e  i t  
w a s  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  t h a t  t h e  s p l e e n  w a s  u n -
a f f e c t e d  b y  c c 1
4
,  t h i s  d e c r e a s e d  r a t i o  p r o b a b l y  
r e f l e c t s  t h e  r e d u c t i o n  i n  a g e - a s s o c i a t e d  l i p i d  p e r -
o x i d a t i o n  i n  t h e  s p l e e n ,  a s  w a s  s h o w n  f o r  t h e  s p l e e n  
o f  B A L B / c  f e m a l e s  g i v e n  l o n g - t e r m  s u p p l e m e n t s  o f  
a s c o r b i c  a c i d  ( T a b l e  V ) .  I t  i s  o f  g r e a t  i n t e r e s t  
t h a t  e v e n  t h o u g h  t h e  t o t a l  v i t a m i n  C  l e v e l s  i n  t h e  
s p l e e n  w e r e  n o t  a f f e c t e d  b y  a s c o r b i c  a c i d  t r e a t m e n t ,  
t h e  r a t i o s  o f  o x i d i z e d / r e d u c e d  v i t a m i n  C  d e c r e a s e d  
d r a m a t i c a l l y _ ( T a b l e  V I I ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  r a t i o  
i s  n o t  m e r e l y  r e f l e c t i v e  o f  t h e  t o t a l  v i t a m i n  C  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  o r g a n ,  b u t  r a t h e r  r e f l e c t i v e  o f  
t h e  e x t e n t  o f  o x i d a t i v e  d a m a g e .  
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